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Abstrakt

Ztratou sluchu trpi vice nez 10 % lidské populace, jeden z tisice novorozencii se
rodi s poskozenym sluchovym aparatem. K pochopeni pfiCiny ztraty sluchu je tfeba
prozkoumat transkripéni faktory ovliviiujici vyvoj organu sluchu, vnitiniho ucha.
ISLETL1 je transkrip¢ni faktor ovliviiujici vyvoj vnitiniho ucha. Exprese ISLET1 byla
béhem embryonalniho vyvoje vnitiniho ucha detekovana v senzorické i neuralni tkani.
Tato prace prispiva k objasnéni funkéni role ISLET1 ve vyvoji vnitiniho ucha
prostfednictvim transgenniho mysiho modelu Pax2-Isl1 vytvofeného vlozenim genu
Isletl pod regulaci Pax2 promotoru. Nas piedpoklad byl, Ze navySeni exprese ISLET1
ovlivni vyvoj sluchového i vestibularniho systému. Byly vytvofeny dvé transgenni linie
Pax2-1s11/300 a Pax2-1s11/52. Do genomu linie Pax2-1s11/300 byly vlozeny dvé kopie
transgenu Pax2-1sl1 a do linie Pax2-1s11/52 byla vloZena jedna kopie transgenu. U obou
transgennich linii bylo zjisténo poskozeni sluchu u dospélych jedinct, u linie Pax2-
Is11/300 dochazi navic k poskozeni rovnovazného systému, které se projevuje ve formé
tzv. ,circling behavior. U obou linii byla diagnostikovana zvySena postnatalni
umrtnost heterozygotné mutantnich jedincti. U homozygotné mutantnich jedinci linie
Pax2-Is11/52 byl vyvoj embrya letalni v 10,5 dni embryonalniho vyvoje. U linie Pax2-
Is11/300 nebylo mozné ziskat homozygotné mutantni populaci. Vlozeni transgenu vedlo
u obou linii embryi v 10,5 dni embryonalniho vyvoje K navyseni exprese ISLET1 ve
ventralni ¢asti otického epitelu, sousedici se statoakustickym gangliem, a v medialni
Casti otického vacku, oblasti domény exprese proteinu PAX2. NavySeni exprese
ISLET1 bylo dale detekovano v gangliovych burikach inervujicich kochlearni trubici
ve 13,5 dni embryonalniho vyvoje. Ve stejném véku nebylo zjisténo zvySeni exprese
ISLET1 v senzorické oblasti formujici se basalni ¢asti kochlearni trubice ani v sakulu
vestibularniho systému. Bylo potvrzeno, ze ISLET1 je transkripénim faktorem
ovlivitujicim vyvoj vnitiniho ucha a Ze zvySenim exprese ISLET1 v embryonalnim véku
pomoci transgenu Pax2-Isl1 dochazi k ovlivnéni fenotypu a funkénim zménam

senzorickych organil vnitiniho ucha.

Klic¢ova slova
kochlearni trubice, MyosinVlla, oticky vacek, PAX2, sakulus, transgenni model Pax2-

Isl1, transkripéni faktor



Abstract

Loss of hearing affects more than 10 % of the population, and one newborn in a
thousand is born with defects of the inner ear. Transcriptional factors involved in the
development of inner ear are important in our understanding of the causes of inner ear
defects. ISLET1 is one of these factors. ISLET1 expression is detected in the sensory
and neuronal cells of the inner ear. It participates in otocyst formation, and the
specification and differentiation of cells of cochlea and vestibular system. The
functional role of ISLET1 during inner ear development was investigated. Its role was
studied by using Pax2-Isl1 transgenic mice that overexpress Isletl under the control of
the Pax2 promoter. Two transgenic lines were generated, Pax2-1s11/300 and Pax2-
IsI1/52. Two copies of the Pax2-Isl1 transgene were inserted to Pax2-1s11/300 genome
and one copy was inserted to the Pax2-1sl1/52 genome. Defects in sense of hearing were
detected in both lines and circling behavior, a defect of balance, was detected in the
Pax2-1s11/300 transgenic mice. We observed high postnatal lethality in heterozygote
transgenic mice. Pax2-Isl1/52 homozygote mutation is lethal at embryonic day 10
(E10,5). Pax2-Is11/300 homozygote letality couldn’t be detected because of the inability
to breed heterozygote mutated mice of this line. Insertion of Pax2-Isl1 transgene leads
to increasing ISLET1 expression in the ventral part of otocyst, the part closest to the
statoacoustic ganglion, and in the medial part with significant expression of PAX2. An
increase of ISLET1 expression was also detected in the neuronal cells inervating the
cochlear duct at embryonic day 13 (E13.5). No expression changes were found in the
sensory part of forming cochlear duct or the sacculus, a vestibular organ, at embryonic
day (E13.5). It was confirmed that ISLET1 is a transcription factor involved in the
development of the inner ear, and that ISLET1 overexpression initiates phenotypic and

functional changes of sensory organs of the developing inner ear.

Key words
Cochlear duct, Myosin Vlla, PAX2, otocyst, sacculus, transgenic model Pax2-Isl1,

transcriptional factor
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1. Uvod

Vnitini ucho je senzoricky organ zodpovédny za sluch a rovnovahu organismu.
Sluch je jednim ze zakladnich smysli a jeho ztrata je zna¢nym zasahem do lidského
zivota. V soucasné dobé ztratou sluchu trpi vice nez 10 % lidské populace. Ke ztraté
sluchu miize dochézet rozmanitymi zpiisoby, kterymi mize byt vrozena vada, mutace
nebo mechanické naruSeni sluchu. Na rozdil od jinych poskozeni lidského organismu je
toto poskozeni nevratné. Veskeré bunky vnitiniho ucha jsou neobnovitelné, at’ k jejich

poskozeni dojde jakymkoliv zpisobem.

Lécba poruch lidského sluchu zatim nebyla nalezena. Existuji sice zafizeni, ktera
pomahaji a zesiluji zvukovy signal ve vnitinim uchu, ale nemohou uplné nahradit
ztraceny sluch. Mezi tato zafizeni patii sluchadla, aktivni stfedousni implantaty, kostni

implantaty, hybridni, kruhové implantaty a v neposledni fad¢ implantaty kochlearni.

Zdaleka nejvyvinutéj$Simi a momentalné nejlep$imi implantaty jsou kochlearni
implantaty. Pro jejich implantaci musi pacient spliilovat mnoho naro¢nych kritérii a pii
absolutni ztrat¢ sluchu jsou naprosto bezpiedmétné. Nevhodné jsou dale i pro déti, u

kterych jesté nejsou vyvinuty zaklady feci.

Vzhledem k neobnovitelnosti tkané vnitiniho ucha se pohled védcu upira ke
kmenovym bunkam, coz jsou nediferencované bunky schopné se délit a diferencovat
Vv rizné typy bunék. Z tohoto diivodu je tfeba pochopit a porozumét neurosenzorovému
vyvoji vnitiniho ucha a zjistit role gend ovliviiyjicich vyvoj ucha. Jednim z gent

vyznamné ovliviiujicim vyvoj vnitiniho ucha je gen Isletl.
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2. Teoreticky uvod

2.1 Morfologie vnitifniho ucha

Vnitini ucho je uloZzeno v kosti skalni (0s petrosum). Tvofi ho kostény labyrint
(labyrinthus osseus) slozeny z kosténych dutin a kanalkt (Obr. 2.1). Uvniti kosténého
labyrintu je umistén labyrint blanity (labyrinthus membranaceus). Dutiny kosténého
labyrintu jsou vyplnény perilymfou a jsou vystlany okostici (periost). Kostény labyrint
je slozen ze tii hlavnich ¢asti: vestibula (vestibulus), tii polokruhovych kanalkt (canales
semicirculares ossei) a kosténého hlemyzdé (cochlea). Ve vestibulu jsou uloZeny
sakulus (sacculus) a utrikulus (utriculus), dva vacky blanitého vestibularniho hlemyzdé.
Polokruhovité kanalky jsou na sebe navzdjem kolmé a jsou orientovany podle podélné
osy kosti skalni. Pfedni polokruhovy kanalek se klene nahoru kolmo na podélnou osu,
zadni polokruhovy kanalek je klenuty dozadu rovnobézné s touto osou. Mezi nimi se
nachazi bo¢ni polokruhovy kanalek. Usti kanalki vychéazejici z piedni ¢asti vestibula
jsou oznacovana jako lahvicovita rozsiteni kanalk (ampullae osseae) a usti ze zadni
¢asti se nazyvaji kosténd raminka (crura ossea). Do kosténého labyrintu vedou dvé
okénka: fenestra vestibuli, otvor do perilymfatického prostoru vestibula, a fenestra
cochleae, okénko kryté tenkou membranou, vnitinim bubinkem, tustici do kosténého

hlemyzdé.

Vlaskové

Vestibularni sensoricky epitel

Kochledrni sensoricky epitel Vnéjsi
vlaskové

< \< buriky
S

sG> LI
lj»&_i»g‘éé =

B Endolyfaticka trubice a sacek B Kochlearni labyrint j
[ Polokruhovité kanalky [ ] Vestibularné akustické nervy N = .

| | Utriculus [ | Ganglion vestibulare, ganglion spirale cochleae / ~ I];

B sacculus B sensoricka tkai

Cortiho tunel Vnitini vlidskové buriky

Obr. 2.1 Struktura vnitiniho ucha.Vievo na obrazcich je zndzornéna struktura kosténého
hlemyzdé, na obrdzku vpravo jsou barevné€ zndzornény casti hlemyzdé a ve vyfezich je znazornén
vestibularni a kochlearni epitel. Pfevzato a upraveno podle (Torres and Giraldez, 1998).
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Kostény hlemyzd’ je u c¢lovéka slozen z 2,5-2,75 zaviti se zmenSujicim se
polomérem. Uprostied hlemyzdé se nachazi kosténa osa (modiolus), tvofici vnitini
sténu kosténého kanalku, kolem niz se vinou zavity kanalku. Zevni sténu kanélku tvofi
spiralni kosténa lista (lamina spiralis ossea). Naléza se uprostied kanalku a ¢aste¢né jej
rozdéluje na dv¢ ¢asti. Od jejiho vnitiniho okraje odstupuje basalni membrana (lamina
basilaris) dosahujici az k okraji vn&j$i ¢asti kanalku a tim Gplné rozdéluje kanalek na
horni prostor (scala vestibuli) a dolni prostor (scala tympani). Od zevniho okraje
kosténé listy odstupuje vestibularni membrana (membrana vestibularis) sikmo vzhiru
k zevni ¢asti kanalku hlemyzdé. Basalni membrana, vestibularni membrana a zevni

sténa kanalku tak tvoii prostor ulozeni blanitého hlemyzd¢ umisténého ve scala media.

Blanity labyrint je vystlan epitelem a vyplnén endolymfou. Je rozd€len na dvé
¢asti podle jejich funkce na vestibularni (rovnovazny) labyrint (labyrinthus vestibularis)

a kochlearni (sluchovy) labyrint (labyrinthus cochlearis).

Vestibularni blanity labyrint je umistén v kosténém labyrintu tak, Ze k jeho
vazivové vn&jsi ¢asti jsou prichycena vazivova vlakna vedouci k okostici a za pomoci
téchto vlaken je udrzovan ve stalé poloze. Labyrint je tvofen dvéma vacky, utrikulem a
sakulem. Na sténach obou vackt jsou umistény maculae staticae, obsahujici vlaskové
bunky. Na jejich povrchu se nachazi otolitova membrana (membrana otholitis). Vacky
jsou spojeny utrikulosakularnim kanalkem (ductus utriculosaccularis), z néjz vybiha
endolymfaticky kanalek (ductus endolymphaticus), jehoz slepy konec vytvati
endolymfaticky vacek (saccus endolymphaticus). Dalsi ¢asti labyrintu jsou tii blanité
polokruhovité kanalky (ducti semicirculares) ulozené uvniti kosténych kanalkd. Také
maji na jedné strané lahvicovitd rozSifeni a na druhé kosténa raménka. V lahvicovitych
roz§ifenich se nachazi ampularni kristy (cristae ampulares), dalsi organy tvofené

smyslovou tkani.

Kochlearni labyrint (ductus cochlearis) obsahuje Cortiho organ (organum
spirale), ktery je slozen ze tfi fad zevnich a jedné fady vnitinich vlaskovych sluchovych
bunck, sméfujicich fasinkami do prostoru vyplnéného endolymfou, a podplrnych
bunék. Podplrné buiikky maji cylindricky tvar a jejich rozsifené konce vytvareji nad
Cortiho tunelem retikularni membranu (membrana tectoria). Tato membrana pokryva

zlabek mezi zevnim okrajem spiralni kosténé listy (lamina spiralis ossea) a Cortiho
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organem, dale pokryva Cortiho organ a stereocilie vlaskovych bun¢k. Vlaskové bunky
jsou inervovany gangliovymi buiikami, jejichz hlavni funkci je pfenaset sluchovy
podnét z vlaskovych bundk do centralni nervové soustavy (Cihdk and Helekal, 1997,

Kelley et al., 20006).

2.2 Bunky vnitrniho ucha a jejich funkce

Organy vnitiniho ucha obsahuji nesenzorické, senzorické a nervové buiky. Mezi
nesenzorické organy patii stria vascularis, vrstva na povrchu kosténého labyrintu
produkujici endolymfu, endolymfaticka trubice a sacek. Dalsimi zastupci jsou kubické
epitelialni bunky (periost) vystylajici polokruhovité kanalky a ostatni organy.

Senzorickymi bunkami jsou bunky vlaskové a podpiirné.

Vnitini ucho savcl je organ skladajici se ze senzorickych orgéana trojiho typu.
Prvnim typem jsou ampuldrni kristy nachdzejici se v polokruhovych kandlcich. Ty
slouzi k rozpoznani thlového zrychleni. Dal§im typem organt jsou makuly (maculae
staticae), umisténé v sakulu a utrikulu, které rozpoznavaji ptimé zrychleni a gravitaci, a

poslednim organem je Cortiho organ rozpoznavajici zvuk (Fekete, 1996).

Vlaskové buniky jsou mechanosenzorické buiiky tvofici vysoce uspofadanou
tkan. Na jejich povrchu jsou umistény stereocilie. DEli se na sluchové (kochlearni) a
vestibularni vlaskové bunky podle mista pisobeni. Dale mizeme sluchové bunky délit

na vn&jsi a vnitini vlaskové bunky.

Sluchové vlaskové buiiky umisténé v blanitém hlemyzdi jsou zodpovédné za
detekci nebo vnimdni zvuku. Principialné pievadi mechanické podnéty zplsobené
zvukovymi vlnami na elektricky signdl nervového vzruchu. Sluchové podnéty jsou
pfendSeny do vnitfniho ucha skrze stfedni ucho. Specidlni struktury stfedniho ucha
prevadéji zvukové viny na mechanickou vibraci perilymfy vypliujici kostény labyrint.
Vibrace perilymfy zpisobi rozkmitani vestibularni membrany a ta pfenese vibraci na
endolymfatickou kapalinu v blanitém hlemyzdi. Endolymfatickd kapalina rozvlni
basalni membranu a vlna postupuje kochlearnim labyrintem do mista, kde dosahne své
maximalni amplitudy. Dosazenim amplitudy k sob&é basalni membrana posune
retikularni membranu, kterd zméni polohu stereocilii vnéjSich vlaskovych bunc¢k do ni

zanotenych viz. Obr. 2.2 (str. 15) (Schnupp et al., 2011, Torres and Giraldez, 1998).
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Stereocilie

Vnéjsi vlaskové
bunky

Aferentni nervova

vlakna Basalni membréna

Podplrné bunky

Eferentni nervova vlakna

Obr. 2.2 Bunécna struktura Cortiho organu a jeho tloha p¥i prenosu zvuku.
Na obrazku je znazornéna struktura Cortiho organu. Zvednutim basilni membrany dojde ke
stimulaci vlaskovych bun€k prostfednictvim zmény polohy stereocilii zanofenych do retikularni
membrany, tim dojde kotevieni draselnych kanadli na konci stereocilii a nasledné dojde
k depolarizaci membrany vlaskovych bun€k, aktivaci pfenosu neurotransmiterd pfes membranu
vlaskové buiiky na nervové zakonCeni a dojde tak K pfenosu nervového vzruchu. Pievzato a
upraveno dle (Fettiplace and Hackney, 2006).

Stereocilie jsou umistény na vrchni ¢asti vnéjSich vlaskovych bunék. Jakmile
basalni membrana posune retikuldrni membranu, oteviou se draselné kanaly umisténé
na konci stereocilii. Cim vétsi je zména polohy stereocilii, tim vice draselnych kanalti se
otevie. Prostfednictvim draselnych kandli se dostanou draselné ionty do vlaskové
buriky, ionty zaplavi buiiku a membrana burky ziskava svij akéni potencial. Nasledné
pak dojde k depolarizaci membrany otevienim jejich vapenato-draselnych kanalt.
Viapenaté ionty aktivuji pfenos neurotransmiterii pfes membranu bunky na nervové
zakonCeni a dochazi tak k pfenosu nervového vzruchu. Poté se repolarizuje bunééna
membrana a nasleduje vypuzeni prebytecnych draselnych iontii z bunky do okoli (Forge

and Wright, 2002).

Repolarizace membrany vnéjSich vlaskovych bunék zplsobi zvySenou
koncentraci draselnych ionti ve vné&jSim prostfedi a tudiz depolarizaci membrany
vnéjSich vlaskovych bunék. Zvukova vlna tak prostfednictvim zvySené koncentrace
draselnych iontl piejde k vnitinim vlaskovym bunikdm. Vnéjsi vlaskové bunky jsou
inervovany hlavné eferentnimi kochledrnimi neurony (primarnimi neurony typu II) a

slouzi k zesileni odpovédi Cortiho organu na konkrétni zvuk. Po zesileni signalu
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smérem k vnitinim vlaskovym bunkam dochazi k depolarizaci membran téchto bunék.
Ta probihd stejné¢ jako na vné&jSich vlaskovych bunkach. Timto dojde k pievodu
mechanického vinéni na elektricky signal, ktery je pfenaSen na zakonceni aferentnich
vlaken (vlaken primarnich neuront typu I) pfilehlych sluchovych nervi ganglion
spiralis cochleae. Poloha vlaskovych bun€k vzhledem k primarnim neurontum typu I

musi byt rovnobézna, aby doslo ke spravnému pienosu signalu.

Ptenos rtiznych zvukovych vin je déan jejich frekvencemi. Kazda zvukové vina
ma svou frekvenci. Cim vys§i je frekvence viny, tim difve dojde k dosazeni maximalni
amplitudy, tudiz zvukova vlna s vyssi frekvenci bude pfevedena v ¢asti labyrintu blize
k basalni membrang, kdezto vlna s nizsi frekvenci projde mnohem dale do labyrintu.
Z urcitého mista blanitého hlemyzd¢ tedy vedou do mozku aferentni nervova vldkna

nesouci zvukovou informaci jediné frekvence (Schnupp et al., 2011).

Vestibularni vlaskové buiiky jsou zodpovédné za vniméni pohybu a polohy
organismu vzhledem k odchylce hlavy ke sméru pusobeni gravitaéni sily (Torres and
Giraldez, 1998). Vestibularni funkce je spojend s pohyby endolymfatické kapaliny
v semicirkularnich kanalcich a pozici otolitd (statoconie, otoconie), drobnych krystalki
uhli¢itanu vapenatého umisténych na otolitové membrang, tj. Zelatinozni membrané
pokryvajici makuly, na kterou ptsobi svou hmotnosti ve sméru gravitace. Pohyby
kapaliny a pozice otolitll jsou zaznamendny stereociliemi vlaskovych bun¢k v makulach
a ampularnich kristach, vlaskové bunky tak detekuji smér a rychlost cirkulujici kapaliny
a pohyb otolitd. K detekci pozice a akcelerace je vyzadovana piesnd osa orientace

vestibuldrniho aparatu.

Parametry ovliviiyjici vlastnosti vldskovych bun€k jsou tedy smér pohybu
endolymfatické kapaliny a pohyb otolitd. Vlivy rozmisténi endolymfy na ampularni
kristy pfedniho a zadniho semicirkuldarniho kandlku jsou opacné, kdyz je
endolymfaticka kapalina vytlacena od ampularnich krist, dojde k aktivaci gangliovych
neurond, naopak jeji kontakt s builkami ampularnich krist ma inhibi¢ni efekt na
neurony. Dal§im parametrem ovliviiujicim vniméni polohy hlavy a téla je otolitova
membrana a otolity umisténé v ni. Membrana se zménou polohy hlavy bud’ tla¢i, nebo
tdhne vlasky vlaskovych bun¢k, do ni zanotenych. Zplsob drdzdéni bunck se méni se

zménou polohy hlavy (Nieuwenhuys, 2008).
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Vestibularni vnitini vlaskové builkky jsou obklopeny aferetnimi nervovymi
zakonCenimi a nachazeji se ve stiedni ¢asti makul a ampularnich krist. Jsou inervovany
gangliovymi builkami prenaSejicimi signdl na velké az stfedné velké axony
vestibularniho nervu. Tyto axony jsou charakteristické pro nepravidelné klidové

elektrické vyboje.

Druhym typem jsou vnéjsi vlaskové bunky, cylindrické bunky s eferentnimi
nervovymi zakoncenimi. Nachazeji se v okrajovych ¢astech makul a ampularnich krist.
Signal je z cylindrickych bunék prendsen gangliovymi neurony na malé az sttedné velké
axony vestibularniho nervu, pomalu vedouci axony s pravidelnym klidovym vybojem.

Na povrchu maji mikroklky (Nieuwenhuys, 2008).

Podplirné bunky jsou mechanickou podporou vlaskovych bunck. Hraji
vyznamnou roli pii mechanické aktivit¢ vedouci ke stimulaci vlaskovych bunék
k odpovédi na zvukovy podnét (Forge and Wright, 2002). Cortiho organ obsahuje 5-7
typt podptrnych bunék. Mnozstvi typi podpirnych bunék je ddno nepiesnou definici
podpiirné buiiky, jakozto kazdé bunky spojené s vlaskovou buiikou, a nezavisi na druhu
organismu. Pfevazna vétsina podpuirnych bunék se nachazi v okoli basalni membrany
kochlearni trubice, ale jejich vyb&ézky zasahuji do plochy lumen (Driver and Kelley,
2009).

Poslednim typem bunék vnitiniho ucha jsou neurélni buiiky. Jejich hlavni funkci
je ptrenos sluchového podnétu z vlaskovych bunék do centralni nervové soustavy. Tyto
buriky jsou z jedné strany v kontaktu s vlaskovymi buikami prostiednictvim dendriti a
vedou podnét skrze axony do kochlearniho jadra umisténého v mozkovém kmeni. Tyto
axony tvoii sluchovy nerv. Depolarizace vlaskovych bunck vede ke zvySeni mnozstvi
uvolnénych neurotransmiterti, vyvolavajicich stupiiujici se potencial na dendritech
primarnich sluchovych neuront. Kdyz tyto potencidly dosdhnou urcité (propoustéci)
hladiny vytvoii se akéni potencidl podél vladken sluchového nervu. Vznikly vzruch je

poté veden do centralni nervové soustavy.

Primarni neurony jsou rozd€leny do dvou typi podle morfologie. D¢li se na
primarni neurony typu I a typu II. Typ I jsou Siroké, bipolarni (jeden denrit, jeden axon)

myelinované neurony tvorici 90-95 % celkové populace primarnich neurond.
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Typ II jsou uzké, pseudo-unipolarni (dendrit i axon maji jeden spolecny kmen),

nemyelinované neurony tvofici 5-10 % celkové populace primarnich neuroni.

Dendrity primarnich neurond typu I jsou spojeny s vnitinimi vlaskovymi
bunikami Cortiho organu. Tyto dendrity jsou primarné nerozvétvené, coz znamena, ze
kazdy neuron typu I je spojen jen s jednou vnitini vlaskovou buinikou. Kazda vnitini
vlaskova buiika je inervovana deseti az dvaceti dendrity neuront typu I. Naproti tomu
dendrity primarnich neurond typu II jsou rozvétvené, a proto jsou spojeny s nékolika
(deseti a vice) vnéjSimi vlaskovymi bunikami. Vnéjsi vlaskové bunky jsou skrze nervova

zakonceni spojeny s vice primarnimi neurony typu II.

Vlakna sluchového nervu odpovidajici axoniim primarnich neuronti jsou vedena
do mozkového kmene do oblasti kochlearniho jadérka, kde vlakna tvofi synaptické
spojeni se sekundarnimi neurony. Po vstupu do kochledrniho jadérka se aferentni
zakonceni primarnich neuronti rozdvojuji. Vytvareji dvé vétve inervujici odlisné oblasti
kochlearniho jadérka. Anteriorni vétev inervuje anteroventralni oblast a posteriorni

vétev inervuje posteroventralni oblast.

Kochlearni jadérko je prvnim jadrem centralni sluchové drahy a obsahuje
sekundarni nervové bunky, které pfijimaji stoupajici informaci vldken sluchového
nervu, kterd konci v centralni nervové soustavé. Neurony centrdlni nervové soustavy
tedy piijimaji signal zacinajici v kochlearnim labyrintu skrze synapse mezi terminalnimi

axony primarnich neuront a svymi dendrity (Ehret et al., 1997, Nieuwenhuys, 2008).

2.3 Morfologicky vyvoj vnitiniho ucha mysi

Vyvoj vnitiniho ucha béhem embryonalniho vyvoje 1ze rozdélit do tii hlavnich
stadii: 1) formovani otického vacku, 2) formovani kochlearni trubice a diferenciace
bunék vestibularniho systému a 3) dokonceni spiralizace kochlearni trubice a dokonéeni

proliferace ostatnich organt vnitiniho ucha. U mysiho embrya tato stadia probihaji ve

veéku embryondlnich dni (E) E9,5-E10,5, E12,5-13,5 a E15,5-17,5.

V prvnim  stddiu embryonalniho vyvoje ucha dochazi ke ztluSténi
neuroektodermu za vzniku sluchové ploténky, kterd se prohlubuje ve sluchovou jamku.
Jejim dal§im prohlubovanim a koneénym uzavienim vznikd oticky vacek, otocysta

(Obr. 2.3, str. 19, E9.5).
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Oticky vacek je ulozen mezi ektodermem a sténou zadniho mozku
(robenceffalum) v hlavovém mezenchymu. Dochazi k delaminaci neuroblastu ze stfedni
oblasti otického vacku a zacind se formovat statoakusticky ganglion
(Obr. 2.3, E9,5). Oticky vacek ma zpocatku elipsoidni tvar, znéhoz se posléze
vychlipuje endolymfaticka a kochlearni trubice (Obr. 2.3, E11,5).

Dalsim stadiem je vyvoj a specifikace labyrintu. Z piedni ¢asti otocysta vznikaji
tfi polokruhovité kandlky pfedni, zadni a bo¢ni a u jejich usti do sluchového vacku se
vytvaii ampularni kristy a senzoricky neuroepitel (Obr. 2.3, E12,5). Z ventralni stény
otického vacku vyruasta slepy vybézek, ktery se otaci doptedu a vznika tak prvni otdcka

kochlearni trubice (Obr. 2.3, E12,5).

£9,5 E10,5 E11,5
Otocysta Endolymfatickd trubice Zadni polokruhovity \
kanalek —
3s Statoakusticky
8 ganglion
Neuroblasty Zonf

Kochlearnl Bo¢ni polokruhovity
trubice kanalek

E13,5 E15,5 E17,5

Predni
polokruhovity
kanalek

Zadni
polokruhovity

Boéni ampuldrni krista

Piedni ampuldrni krista

Zadni ampulérni Macula utriculi

i krista
polokruhovity /

kandlek Macula saculli

Cortiho organ

Obr. 2.3 Vyvojova stadia vniiniho ucha mysi. Po uzavieni otocysta dojde k delaminaci
neuroblasti ze stfedni ¢asti oblasti otického vacku (E9,5). Od véku E10,5 dochazi k formovani
endolymfatické trubice, kochlearni trubice a statoakustického ganglionu. Nasledné ve véku E12,5
dochazi k vyvoji polokruhovitych kanalku, jejich prosenzorické tkané a zaéina spiralizace kochlearni
trubice. Ve véku E13,5 se dovyvijeji polokruhovité kanalky a kochlearni trubice. Ve véku 15,5 az
17,5 dochazi k dokonceni spiralizace hlemyzd¢ na 2,5-2,75 zavitu a proliferaci bunék ostatnich
organti ucha. Pfevzato a upraveno podle (Kelley, 2006).

Nasledné vznika utrikulus, sakulus, Cortiho organ a dochazi k diferenciaci
podplirnych a smyslovych (vlaskovych) bun¢k (Obr. 2.3, E13,5). Centralni zbytek
sluchového vacku se rozdéli fasovou vychlipeninou na dva oddily: dorzalni (utrikulus) a

ventralni (sakulus). Na sténé centralni oblasti vznika oblast s velmi vysokym epitelem
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maculla acustica, jez se po dokonceni vyvoje sakulu a utrikulu rozdéli na maculla
saculli a maculla utriculi. Epitel tvofici sténu kanalu labyrintu proliferuje, dochazi
k rozestupu jeho bun€k, vznika Uzka S$térbina, ktera tvoti zaklad Cortiho tunelu.
Z neuroektodermovych bunc¢k kosténé¢ho kanalku se diferencuji buiikky podplirné a
smyslové bunky Cortiho organu. V této fazi vyvoje také dochazi k rozd€leni
statoakustického ganglionu na mensi ganglion geniculi a vétsi ganglion, jenz se ¢leni na
ganglion vestibulare a na ganglion spirale cochleae. Ganglion vestibulare inervuje
sakulus, utrikulus a polokruhové kanalky a ganglion spirale cochleae inervuje
kochlearni labyrint. Z obou ganglii se diferencuji bipolarni nervové bunky, jejichz
vybézky se napoji na smyslové buiky vnitiniho ucha a jejich centralni vybézky nervi

vestibularia a nervi cochlearis vristaji do zadniho mozku.

V poslednim vyvojovém staddiu vnitiniho ucha jiz dochazi pouze k dokonceni
spiralizace kochlearni trubice na 2,5-2,75 zavitu a proliferaci bunék ostatnich organti
vnitiniho ucha (Obr. 2.3, E15,5-E17,5, str. 19) (Kelley, 2006, Vacek, 2006). K ukon¢eni
vyvoje samotného Cortiho organu vSak dochézi az v postnatalni period€, mezi desatym

az ¢trnactym dnem po narozeni (Walters and Zuo, 2013).

2.4 Specifikace bunék vnitfniho ucha

Specifikace bun¢k je velmi slozity proces, ktery je ovliviiovan mnoha faktory.
Z progenitorovych buné€k otického epitelu dochazi k formovani tii linii bunék:
prosenzorické (budouci vladskové a podplirné bunky), proneuralni (budouci sluchové a
vestibularni neurony) a nesenzorické (ostatni bunky otického vacku), (Obr. 2.4, str. 21)
(Magarinos et al., 2012).

2.4.1 Specifikace prosenzorické tkané

Prosenzorické specifikace se ucastni mnoho transkripénich faktori. U vétSiny
znich jest¢ nebyla zcela objasnéna jejich funkce. Prvnim znich je BONE
MOPHOGENIC PROTEIN 4 (BMP4), ktery je exprimovan v oblastech budoucich
ampularnich krist a jeho role kvili komplexnosti jeho pusobeni v riznych stadiich
vyvoje vnitiniho ucha neni plné objasnéna (Li et al., 2005, Pujades et al., 2006). Bylo
zjisténo, Ze tento signalizaCni protein hraje roli ve vyvoji a diferenciaci bunék vnitiniho
ucha. Exogenni BMP4 vyvolava pfeménu proliferujicich bun€k senzorického epitelu na

diferenciované senzorické bunky a ovliviiuje diferenciaci vlaskovych bunék v oblasti
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neurosenzorického epitelu. Soucasné negativné ovlivituje vyvoj progenitorovych bunck
prostiednictvim negativni regulace LIM-homeodoménového transkripéniho faktoru

PAX2 (Li et al., 2005).

VLASKOVA BUNKA

k PODPURNA BUNKA
(©)
NESENSORICKA BUNKA

~—£&—. sLuUCHOVY NEURON
@ NEUROBLAST
os/ W VESTIBULARNI NEURON

¢°\‘d
N

PROSENSORICKA
BUNKA

Obr. 2.4 Specifikace bunék otického vacku. Zotického vacku (otocysta) dochazi
k formovani 3 bunéénych linii: prosenzorické, nesenzorické a neuralni. Sluchové a vestibularni
neurony jsou formovany z neuroblastd. Vlaskové a podpirné bunky se vytvareji z prosenzorické
tkan¢. Formovani téchto linii se UcCastni rdzné transkripéni faktory a signalni drahy. Specifikace
prosenzorické tkan¢ se ucastni SOX2, Notch signaliza¢ni drédha prostfednictvim LFNG a JAGI,
BMP4 a EYAL. Specifikace vlaskovych bunék se ucastni zejména transkripéni faktor ATOHI.
Specifikace neuralnich bunék je fizena transkripénimi faktory ISLET1, SOX2, NEUROGI a vlastni
specifikace neuront se uc¢astni NEUROD a NEUROM. Pievzato a upraveno podle (Magarinos et al.,
2012).

Dulezitym specifikaénim faktorem je ,high mobility group” (HMG) - box
transkripéni  faktor SOX2. SOX2 je exprimovan v proliferujicich burnkach
v prosenzorické domén¢ budoucich podptrnych bunék (Kiernan et al., 2005, Neves et
al., 2007). U mutantnich mysi se snizenou expresi SOX2 byly prokazany defekty sluchu
a rovnovahy a nedochazelo k diferenciaci vlaskovych ani podptrnych bunék (Kiernan et

al., 2005).

Dalsi vyznamnou skupinou majici vliv na vyvoj prosenzorické tkané jsou
zastupci Notch signalni drahy. Notch signalni draha je komplexni draha rozhodujici
o osudu bun€k vnitfniho ucha, vcetné neuronil, vlaskovych a podplrnych bunék
(Kiernan, 2013). NejvyznamnéjSimi zéstupci této signalni drdhy ovliviijici vyvoj

vnitiniho ucha jsou Jaggedl (Jagl) a Lunatic fringe (Lfng). Jagl pusobi jako ligand
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Notch drahy a Lfng ovliviiuje aktivaci nékterych dal$ich liganda této drahy (Kelley,
2006). V oblasti kochlearni trubice je velmi vyznamna exprese JAGL. Je to jediny
znamy ligand Notch signdlni drahy exprimovany v prosenzorické oblasti otického
vacku a kompletni delece Jagl je pro embryo letalni (Xue et al., 1999). Pfi sniZeni
exprese JAGL dochazi ke sniZzeni poctu vlaskovych a podptrnych bunék v oblasti
Cortiho organu (Kiernan et al., 2006). Existuji ¢tyfi hlavni geny Notch signalni drahy,
jejichz nadbytek nebo inaktivace ovliviiuje vyvoj prosenzorické tkané, ale vysledky
vyzkumu jsou zatim rozporuplné. Na jednu stranu bylo zjisténo, ze pii ektopické
aktivaci Notch signalizace dochazi ke zvySeni mnozstvi senzorickych bunék
VvV nesenzorické oblasti, to jest, Ze exprese jednoho z hlavnich genti Notch signalizacni
drahy NOTCH1 ve vlaskové bunce ovlivituje diferenciaci okolnich bunék. Dale Ze
vrané fazi vyvoje ucha aktivace tohoto genu zpusobuje formovani prosenzorického
charakteru bunék (Daudet and Lewis, 2005). Navic bylo zjisténo, ze aktivace Notch
dréhy v oblasti otického vacku embryi kura doméciho snizuje expresi prosenzorickych
markert v celém otickém epitelu (Hartman et al, 2010). V rozporu s témito
experimenty byly provedeny experimenty, které prokazaly, ze ektopicka aktivace Notch
signalizacni drahy nezptisobuje zvyseni poctu senzorickych bun¢k v nesenzorické tkani
kochlearni trubice a Zze Notch draha tedy neni nepostradatelna pro prosenzorickou

specifikaci v kochlearni trubici (Basch et al., 2011).

Vyvoj vlaskovych buné€k je nejvice ovlivnény transkripénim faktorem ATOHI.
Ten je exprimovan ve vSech bunkéach senzorického epitelu vnitiniho ucha a hraje
klicovou roli ve vzniku a vyvoji vlaskovych bunék. Delece Atohl vede ke kompletni
ztrat¢ vlaskovych bunék. Absence proteinu ATOH1 vede ke snizeni diferenciace

vlaskovych bunék (Bermingham ef al., 1999).

2.4.5 Specifikace neuralni tkané

Neuralni specifikace zafina aktivaci transkripénich programil exprese gent,
kédujicich proneuralni transkripéni faktory. Prvnim znich je NEUROGENIN1
(NEUROG1), jeho inaktivace zpusobuje ztratu neuront senzorického ganglia, ale také
zpusobuje ztratu a reorganizaci vlaskovych a podptirnych buné¢k (Ma et al., 2000, Ma et
al., 1998, Matei et al., 2005). Tento faktor také aktivuje expresi dalSich proneuralni

gent NeuroD a NeuroM. U NeuroD deficientnich mySich embryi nebyl prokazan vliv
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na proliferaci neuroblastli, ale doSlo ke snizeni mnozstvi vestibularnich a kochlearnich
neurond (Liu et al., 2000). U mysiho modelu s kompletni deleci NeuroD byl prokazan

jeho vliv na preziti diferencujicich se senzorickych neuronti (Kim et al., 2001).

Dalsim vyznamnym faktorem je SOX2, ktery je =zejména exprimovan
v prosenzorické tkani, ale jeho exprese je vyznamna i v proneuralni doméné¢. Exprese
genu Sox2 prakticky kopiruje expresi Neurogl, ktery ma vyznamny Vliv na specifikaci
neuralni tkdné. Pfi sniZzeni exprese SOX2 dochdzi k ubytku neurond ve spirdlnim
ganglionu (Puligilla et al., 2010). Dal$imi vyznamnymi faktory jsou GATA3, PAX2/8,
TBX1, EYAL aV neposledni fad¢ ISLETT.

2.5 PAX2

PAX2 neboli Paired box gene 2 je transkripéni faktor pattici do rodiny Pax.
Tento faktor je dal§im faktorem majicim podstatny vliv na embryondlni vyvoj vnitiniho
ucha (Nornes et al., 1990, Torres et al., 1996). PAX2 patii mezi prvni transkrip¢ni
faktory aktivované v oblasti vytvarejictho se otického vacku. Objevuje se v
medialni oblasti otického vacku jiz v dobé jeho formovani a béhem dalsiho vyvoje je
exprimovan V endolymfatické trubici, vlaskovych bunkach veskeré diferenciované
tkané budoucich senzorickych organt a v nékterych oblastech nesenzorické tkané
(Lawoko-Kerali et al., 2002). V pozd¢jsich fazich (E15,5-17,5) vyvoje jiz Pax2 neni
detekovan v senzorickych bunkach az na stfedni ¢ast maculla utriculi a zadni ¢ast
maculla sacculi. V postnatalnim vyvoji se ale opét zvySuje hladina exprese tohoto genu

ve vlaskovych bunkach senzorické tkdn€ (Burton ef al., 2004).

2.6 ISLET1

ISLET1 patii mezi proteiny s LIM homeoboxovou doménou (LIM-HD). Jedna
se 0 nadrodinu transkrip¢nich faktord hrajicich vyznamnou roli pfi buné¢éné diferenciaci
a vytvafeni bunééné rozmanitosti béhem embryonalniho vyvoje. LIM-HD transkripéni
faktory jsou charakterizovany dva motivy zinkového prstu s LIM doménou pro
interakce protein-protein a homeoboxovou doménou pro navazani na DNA (Obr. 2.5,
str. 24) (Hobert and Westphal, 2000). LIM-HD proteiny se déli do Sesti skupin podle
podobnosti jejich sekvence. Jednou z nich je i skupina ISLET, kam patii i ISLET1.
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Obr 2.5 Schématicka struktura LIM-HD proteinu. LIM domény interaguji s proteiny a
homeodoména se vaze na DNA. Pievzato a upraveno dle (Hobert and Westphal, 2000).

ISLET1 hraje vyznamnou roli béhem embryonalniho vyvoje. Exprese Isletl byla
prokdzana v rtznych typech bunék a organti vcetné slinivky bfisni (Ahlgren et al.,
1997), srdce (Cai et al., 2003), stitné Zlazy, sitnice, podvésku mozkového, centralniho a
periferniho nervového systému (Liang ef al., 2011, Pfaff ef al., 1996) a vnitiniho ucha

(Radde-Gallwitz et al., 2004) .

Exprese ISLET1 v nervovém systému byla detekovana v mezodermalni tkani, ze
které se posléze vyvijeji interneurony centralni nervové soustavy. Bylo zjisténo, Ze se
isletl (analog Isletl) Gc¢astni terminalni diferenciace neuronu u drozofily (Thor and
Thomas, 1997). Dale bylo objeveno, ze se Isletl nachazi v mezodermalni tkani savcd,
ze které se posléze vyvijeji interneurony centrdlni nervové soustavy a Ze je tento gen
nezbytné nutny k terminalni diferenciaci motorickych neuronti. Bez jeho ptitomnosti
totiz dochazi k apoptose bun€k budoucich motorickych neuronii. Pfi homozygotni
deleci genu Isletl dochazi k ristové degradaci u embryi ve véku E9,5 a letalité u embryi
véku E10,5 (Pfaff er al., 1996). Dlvodem této letality je ovlivnéni exprese ISLET1
v srdci, kdy pti globalni deleci tohoto genu dojde k abnormalnimu srde¢nimu vyvoji,
k jeho deformaci a nedoto¢eni srde¢ni klicky. Snizenim exprese ISLET1 dojde k poruse

proliferace a migrace bunék a jejich apoptose (Cai et al., 2003).

ISLET1 se v neposledni fadé ucastni vyvoje vnitiniho ucha, avSak jeho vliv na
vyvoj tohoto organu nebyl zatim dostate¢né prozkouman. Bylo zjisténo, ze ISLETL je
exprimovany v bunikach otického vacku a spiralnich gangliovych neuronech v prvni fazi
embryonalniho vyvoje vnitiniho ucha. V této fazi mnoho bunék otického vacku
proliferuje, coz naznacuje, ze tento transkripcni faktor hraje velmi vyznamnou roli
Vv proliferaci senzorickych a nesenzorickych progenitorovych bun€k (Huang et al., 2008,

Radde-Gallwitz et al., 2004).
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Béhem dalsiho vyvoje byla prokazana jeho exprese v oblasti diferencujicich se
vlaskovych a podptrnych bun¢k a byl exprimovan také v buiikach primordialni oblasti
vyvijejici se kochlearni trubice. Ucastni se tedy pravdépodobné vyvoje vlaskovych
bun¢k, podpirnych bunék a spirdlnich gangliovych neuront inervujicich vlaskové

bunky (Huang et al., 2008).

V dalsi fazi embryonalniho vyvoje (E15,5-E17,5), kdy je jiz vyvoj
vestibularnich organti ukoncen a zvysuje se pouze pocet diferencujicich se vlaskovych
bun¢k, klesa exprese ISLET1 ve vlaskovych buiikach a naopak se zvySuje jeho exprese
v bunikach podpurnych. Tyto zmény v expresi ukazuji, ze pro diferenciaci vlaskovych

bunék jiz jeho exprese neni zadouci.

Po kompletni diferenciaci vlaskovych bunék od vrchni ¢asti kochley k apexu je
ISLET1 exprimovany v pievazné podpirnych bunikach. Ve vlaskovych buikach je
exprimovan jiz jen ojedinéle. AvsSak je detekovatelny ve vSech kochlearnich
epitelialnich bunkach. Exprese ISLET1 byla detekovana i v postnatalnim vyvoji (P6)
V podptrnych a gangliovych bunikach (Huang et al., 2008).

2.7 Myosin Vlla

Myosin Vlla patii do nadrodiny myosinovych gent. Exprese Myosinu Vlla byla
nalezena v riznych strukturach tvotenych epitelialnimi buinkami béhem embryonalniho
vyvoje a to zejména V epitelidlnich buitkach, ve vnitinim uchu, V retindlnim pigmentu
epitelidlnich bunék, v ¢ichovych receptorovych neuronech, v ledvinach, v adrenalnich
zlazach a v jatrech. Bunky vSech téchto organti obsahuji microvilli, jejichz struktura je
zalozena na bazi aktinovych filament. Ve vlaskovych bunkach jsou jimi stereocilie.
Myosin Vlla tedy hraje roli v elongaci microvilli a stereociliich epitelialnich bunék
béhem embryondlniho vyvoje. Exprese Myosinu VIla byla detekovana b&éhem vyvoje
vnitiniho ucha Vv otickém vacku v prvni fazi vyvoje vnitiniho ucha. Déle byla jeho
exprese prokazana ve vlaskovych buiikach kochledrni trubice a vestibularniho systému

(Hasson et al., 1995, Sahly et al., 1997). Slouzi tedy jako marker vlaskovych bungk.
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Cile prace
Cile m¢ diplomové prace byly:

» Zjisténi funkcni role ISLET1 pfi specifikaci neurosenzorovych bunék vnitiniho
ucha béhem embryondlniho vyvoje za vyuziti transgenniho mysiho modelu

Pax2/Isl1
* Popis fenotypu transgenni mysi Pax2/Isl1

* Porovnani exprese ISLET1 u nemutantnich a Pax2/Isll transgennich embryi ve
véku E10,5a E13,5

» Zjisténi poctu kopii genu lIsletl vlozenych do genomu transgennich linii

Pax2/1Isl1-52 a Pax2/1sl11-300
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3 Experimentalni éast
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Agarosa, Sigma-Aldrich, USA

BSA, Sigma-Aldrich, USA

Bromfenolova modf, Sigma-Aldrich, USA
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Penta, Ceska republika
Dimehtylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, USA

DPX ,,Mountant for histology*, Sigma-Aldrich, USA

dNTP Mix (10mM), Fermentas, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma-Aldrich, USA

,,Eosin G o Y* ethanolovy roztok, Bamed, Ceska republika
Ethidium bromid, Sigma-Aldrich, USA

Ethylakohol, Penta, Ceska republika

DNA standard - GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas, USA
Glycerol, Amresco, USA

Hematoxylin, Bamed, Ceska republika

Hoechst 33258, Sigma-Aldrich, USA

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Penta, Ceské republika
Chlorid draselny, Penta, Ceska republika

Chlorid sodny, Penta, Ceska republika

Izopropylakohol, Penta, Ceska republika

Kozi sérum, Jackson ImmunoResearch, USA

Kyselina borita, Sigma-Aldrich, USA

Kyselina chlorovodikova, Penta, Ceska republika

Tissue-Tek® O.C.T. Compound, Electron Microscopy Sciences,USA
PAP pen, Sigma Aldrich, USA

Paraformaldehyd (PFA), Sigma-Aldrich, USA

RediLoad, Invitrogen Life Technologies, USA

Tween20, Amresco,USA

Voda bez DNas a RNas, Sigma-Aldrich, USA
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Xylen, Penta, Ceska republika
Xylencyanol FF, Sigma-Aldrich, USA

3.1.2 Enzymy

Proteinasa K (20 mg/ml), Sigma-Aldrich, USA

3.1.3 Protilatky

Protilatky Druh Hostitelsky Typ protilatky  Spolecnost

protilatky  organismus

anti-ISLET1 Primarni ~ Mys Monoklonalni  Developmental

Hybridoma Bank

anti-PAX2 Primarni  Kralik Polyklonalni ~ Covance
anti-Myosin Vlla  Primarni  Kralik Polyklonalni ~ Proteus Biosciences Inc.
DyL.ight 488 Sekundarni Koza - Jackson Immunoresearch
DyLight 594 Sekundarni Koza - Jackson Immunoresearch
3.1.4 Primery
Nézev Sekvence 5'- 3' Ucel
Pax2/1sl1-F AAGTTGAGTTTGAGAGGCGACACG PCR, gPCR
Pax2/1sl1-R TTGGCGCATTTGATCCCGTACAAC PCR, gPCR
Isl1-F GGGAGGATGGGCTTTTCT gPCR
Isl1-R AAGGGACTGAGAGGGTCTCC qPCR
Hprtl-F GTGGCCCTCTGTGTGCTC gqPCR
Hprtl-R TCTACAGTCATAGGAATGGATCTATCA gqPCR

3.1.5 Komeréni soupravy

Komer&ni souprava pro polymerasovou fetézovou reakci, JumpStart  Taq DNA
Polymerase, Sigma-Aldrich, USA

Komerc¢ni souprava pro kvantitativni polymerasovou fetézovou reakci, SYBR®Green

JumpStart™ Taq ReadyMix™ | Sigma-Aldrich, USA
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3.1.6 Priprava roztoku

Antifade
(21,2 % (w/v) n-propylgalat, 2M Tris (pH = 8,0), 90 % (v/v) glycerol)

Bylo zahfatim rozpusténo 21,2 mg n-propylgalatu ve 100 ul 2M Tris pufru a
nasledné bylo ptidano 900 pl glycerolu. Roztok byl dikladn¢ promichan a uchovavan

pti —20 °C.

Elektroforeticky vzorkovy roztok
(0,25 % (v/v) brofenolova modt, 0,25 % (v/v) xylencyanol FF, 30 % glycerol)
Bylo smiseno 2,5 ul bromfenolové modii, 2,5 ul xylen cyanolu a 0,3 ml

glycerolu, roztok byl dopInén destilovanou vodou na objem 1 ml.

Dodecylsulfat sodny 10% (w/v)
Bylo rozpusténo 100,0 g dodecylsulfatu sodného v 1 000 ml destilované vody.

Elektroforeticky pufr 0,5krat TBE
(45mM Tris, 45mM kyselina borita, ImM EDTA, pH = 8,0)

Byl pfipraven 10krat koncentrovany zasobni roztok elektroforetického pufru.
Bylo rozpusténo 108,0 g Tris a 55,0 g kyseliny borité v 900 ml destilované vody. Poté
bylo do roztoku pfidano 40 ml 0,5M Na,EDTA o pH =8,0. Roztok byl doplnén na

objem 1000 ml. Pufr byl uchovavan pii pokojové teploté a pouzit ve zfedéni 0,5krat.

Fosfatovy pufr 1krat (PBS)
(10mM NazHPO,4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH,POy, pH =7,4)

Bylo rozpusténo 80,0 g chloridu sodného, 2,0 g chloridu draselného, 35,8 g
dodekahydratu hydrogenfosforecnanu disodného a 2,4 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného v 800 ml destilované vody. pH roztoku bylo upraveno pomoci kyseliny
chlorovodikové na pH=7,4 a objem doplnén destilovanou vodou na 1 000 ml.
Nasledné byl pufr sterilizovan 20 minut v autoklavu Tuttnauer 3150EL pii teploté
121 °C, tlaku 101,5 kPa. Po sterilizaci byl uchovavan pii teploté 4 °C.

Pracovni roztok pufru byl pfipraven ziedénim zéasobniho roztoku fosfatoveého
pufru 1krét, sterilizovan v autoklavu Tuttnauer 3150EL za stejnych podminek a

uchovévan pfi teploté 4 °C.
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Kysely ethanol
Ke 100 ml 96% (v/v) ethanolu byly pfidany 4 kapky koncentrované kyseliny

chlorovodikové.

Lyzacni pufr
(50mM Tris (pH = 8), 100mM EDTA (pH = 8), 100mM NacCl, 1% SDS, pH = 8,0)

Byly smiseny 2 ml 1M Tris o pH= 8,058 ml 0,5M EDTA o pH =38,0. Do
roztoku bylo poté ptidano 0,8 ml 5M chloridu sodného a 4 ml 10% (w/v) SDS. Objem
roztoku byl doplnén destilovanou vodou na 40 ml. Roztok byl sterilizovan filtraci ptes

sterilni filtr Milipore s pory 0,2 pm.

Paraformaldehyd 4% (w/v)
Byly rozpustény 4,0 g paraformaldehydu ve 100 ml PBS pii teploté 55 °C za

stalého michani.

Tris pufr 1M pH = 8,0

Bylo rozpusténo 121,149 tris(hydroxymethyl)aminomethanu v 800 ml
destilované vody. pH pufru bylo pomoci kyseliny chlorovodikové upraveno na
pH =8,0. Objem byl doplnén destilovanou vodou na 1 000 ml a pufr byl sterilizovan
20 minut v autoklavu Tuttnauer 3150EL pii teploté 121 °C atlaku 101,5 kPa.

Zdasobni roztok sérového albuminu (BSA) 2% (w/v)
Byly rozpustény 2,00 g BSA ve 100 ml vody bez Dnas a Rnas za stalého
michani. Po rozpusténi BSA byl roztok sterilizovan filtraci ptes sterilni filtr Milipore

S pory 0,2 um.

3.1.7 Modelovy organismus

Jako modelovy organismus byla pouzita myS§ domaci (Mus musculus).
Transgenni mys§ Pax2-1sl1 byla vytvofena za ucelem zjisténi disledkid navysSeni exprese
genu lIsletl béhem vyvoje vnitiniho ucha. Navyseni exprese genu Isletl bylo zajisténo
vlozenim genu Isletl pod Pax2 promotor do 8,5 kb fragmentu z oblasti Pax2 regula¢ni
sekvence tohoto genu viz Obr. 3.1, str. 31. Konstrukt regulacni sequence Pax2 byl
ziskan od skupiny dr. Rowitche (Rowitch ef al., 1999) a gen Isletl od skupiny Dr.
Kappen (Muller ef al., 2003).
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Konstrukt Pax2-1sl1 byl vytvofen Dr. Pavlinkovou na univerzité Nebraska
Medical Center, USA. Pax2-Isll konstrukt byl injikovan do prvojadra zygoty
imbredniho mysSiho kmene FVB (¢islo 207, Charles River). Tato vajicka byla
implantovana do pseudobiezich samic (Cho et al, 2009). Vzniklé linic byly
genotypovany a nasledné byla analyzovana exprese transgenu. Vysledkem byly 4 linie
mutantnich jedincti, u nichz byl transgen pfendsen stabilné¢ a nedochazelo k vymirani
mutantnich jedinct v linii. Néasledné byly vybrany dvé zastupné linie (Pax2-1s11/300 a
Pax2-1s11/52). Injikace transgenniho konstruktu do prvojadra zygoty a genotypizace
transgennich linii byly provedeny skupinou dr. Gabriely Pavlinkové ve spolupraci
s ,,Mouse Genome Engineering Core Facility* na univerzité Nebraska Medical Center,
USA.

1dsH

18AH/N 00T
&007/eS

Not!
Sall, Notl, Aatll

T

Pax2 regulaéni sekvence Pax2 promotor  Isletl  facZ mRNAtag Wht1 poly A

Velikost (kb): | 8.5 | 16 [os | 34 |

Obr 3.1 Schéma Pax2/Isl1 transgenu.

Se zvifaty bylo béhem experimentli naklddano v souladu se zakonem C¢.

246/1992 Sb. ve znéni jeho naslednych novel a vyhlasky ¢. 419/2012Sh.

3.1.8 Ostatni material

96 jamkova desti¢ka na kvantitativni polymerasovou fetézovou reakci, Bio-Rad, USA
Millipore filtr s pory 0,2umExpress' Plus, Millipore, USA

Opticka folie, Applied Biosystems, USA

Podlozni skla SuperFrost/plus, Thermo Scientific, USA

(specialnim vyrobnim postupem upraveny povrch skla pro elektrostatickou vazbu

vzorkl tkani a cytologickych preparati)
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3.1.9 Pristroje

Analytické vahy 154A1, Bel engineering, Italie

Autoklav (Parni sterilizator) Tuttnauer 3150EL, Nizozemsko
BioEr, GenePro, Cina

Biorad CFX96, Bio-Rad, USA

Centrifuga Z216 MK, Hermle, Némecko

Elektroforéza Mini Gel System B1, Owl Separation systems, Velka Britanie
Fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse E400, Nikon, Japonsko
Hybridiza¢ni pecProBlot, LabnetInternational, USA

Kryostat Leica CM1950, Leica, Némecko

MikrovInna trouba MCE30, Hitachi, Japonsko

Pipety P39604P, Gilson, Labnet International, USA
Spektrofotometr N1000, NanoDrop Technologies, USA
Stereomikroskop SMZ 1500, Nikon, Japonsko

Stolni tfepacka Vortex V-1 plus, Labnet International, USA
Stolni centrifuga FVL-2400N, Biosan, USA

Termoblok BioTDB-100, LabnetInternational, USA

Termostat Mini Incubator 5110-230V, Labnetinternational, USA
Vortex MIXER S0200, Labnetinternational, USA

pozn. veskeré pouzité laboratorni nadobi i roztoky jsou sterilni a bez RNas a DNas

3.1.10 PocitaCové programy

Adobe Photoshop CS5.1, USA

Bio-Rad CFX Manager 3.0, USA

GraphPad Prism 5.04, GraphPad Software, USA
ImageJ 1.45s, National Institutes of Health, USA
LinRegPCR, Academic Medical Center, Nizozemsko
ND-1000 V.3.3.0, NanoDrop Technologies, USA
NIS Elements D 3.2, Nikon, Japonsko

32



3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Izolace mysich embryi

Embrya byla ziskdvana ze dvou fenotypovych linii. U linie Pax2-1s11/52 byli
ktizeni samci a samice heterozygotni pro alelu Pax2-1s1l na FVB definovaném pozadi za
ucelem ziskani homozygotni populace. U linie Pax2-Isl1/300 byly kiizeny samice

heterozygotni pro alelu Pax2-Isl1 se samci kmene FVB.

Mysi byly pfipustény ke kopulaci a nasledujici rano byla provedena kontrola
pritomnosti vaginalnich zatek. Ty jsou tvoieny ze sekretu koagulacnich zlazek samce a
zabranuji odtoku spermatu z vaginy. V pochvé pfetrvavaji 16-24 hodin po kopulaci a
pomahaji ke spolehlivému urceni kopulace. Po nalezeni vaginalni zatky je poledne
t¢hoz dne obecné stanoveno jako E0,5 den biezosti. Mysi byly v poledne E10,5 dne a
E13,5 dne biezosti usmrceny cervikalni dislokaci. Z téla byla vyjmuta dé€loha a vlozena
do fostatového pufru umisténého na ledu. Nasledné byla pod stereomikroskopem Nikon
SMZ 1500 izolovana jednotlivda embrya. Embryonalni obal a ¢ast tkdné ocasu byly
pouzity ke genotypizaci. Embrya byla vyfocena a na 1 min umisténa do Tissue-Tek
média, aby se dostate¢né nasytila timto médiem a pii nasledném kréjeni nedochdzelo
k vypadavani tkan¢ z fezu. Embrya byla zamrazena v Tissue-Tek médiu na suchém ledu

a nasledn¢ uchovavana pti —80°C.

3.2.2 1zolace DNA

Izolace DNA je dvoudenni proces, pii kterém je ziskana DNA z tkané
vysrazenim zvodné faze pomoci isopropanolu. Do sterilnich mikrozkumavek
obsahujicich tkan ocasu embrya a embryondlni obal bylo pfiddno 300 pl lyzaéniho
pufru a 8 ul proteinasy K. Mikrozkumavky byly umistény do hybridiza¢ni pece
nastavené na teplotu 55 °C a v ni inkubovény za rotace pies noc. Druhy den byly vzorky
promichany pomoci stolni tiepacky, a poté odstied’ovany 12 minut pii 18 °C a 14 000 g
v centrifuze Z216 MK. Nasledn¢ byl supernatant opatrné pienesen do prazdnych
sterilnich mikrozkumavek tak, aby se do Spicky automatické pipety nedostala
nelyzovana tkan, nachazejici se na dné¢ mikrozkumavky. K odebranému supernatantu
bylo pfidano 300 pul isopropanolu a pomalym pievracenim mikrozkumavky

byla vysrazena DNA. Sedimentace DNA bylo docileno odstfedénim Vv centrifuze Z216
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MK. VSechna nésledujici odstfed’ovani probihala po dobu 2 minut pii 18 °C a 14 000 g.
Supernatant byl odlit a k peletam bylo pfidano 500 ul 70% ethylalkoholu k jejich
odsoleni. Pelety DNA byly opatrnym protiepanim uvolnény ze dna mikrozkumavky,
aby doslo kjejich dokonalému omyti. Po odstfedéni v centrifuze Z216 MK, byl
supernatant opét odlit a k peletim bylo pfidano 500 pl absolutniho ethylalkoholu k
jejich odvodnéni. Nasledovalo posledni odstfedéni v centrifuze Z216 MK a odliti
ethylalkoholu. Ziskané pelety DNA byly vysuSeny v termostatu pii 55 °C. Po vyschnuti
k nim bylo ptfidano 40 ul vody bez Rnas a Dnas. DNA byly ponechany pies noc
V termostatu pii teploté 55 °C, aby doslo k dokonalému rozpusténi pelety. Vzorky DNA

byly poté uchovavany v lednici.

3.2.3 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Pro stanoveni koncentrace a cCistoty DNA byla zméfena absorbance DNA
pomoci spektrofotometru N1000 pti 230, 260 a 280 nm a vyhodnocena pomoci
pocitacového programu ND-1000 V.3.3.0. Toto méfeni slouzilo ke zjisténi koncentrace
DNA (260 nm) a kvality DNA (230 a 280 nm). Pro zjisténi kontaminace DNA proteiny
slouzil pomér absorbanci (260 nm/280 nm). Tento pomér se vzdy pohyboval v rozmezi
hodnot 1,8-2,0, coz vypovida 0 Ccist¢ DNA bez kontaminace proteiny. M¢éteni
absorbance pfi 230 nm slouzi ke zjiSténi kontaminace DNA organickymi slou¢eninami.
Pomér absorbanci (260/230 nm) se rovnéz pohyboval v rozmezi hodnot 1,8-2,0, coz

vypovidalo o DNA nezneciSténé organickymi latkami.

3.2.4 Genotypizace
3.2.4.1 Stanoveni genotypu

Genotyp izolovanych embryi obou linii Pax2-1sll byl uréen pomoci
polymerasové tetézové reakce (PCR) (Mullis et al., 1986). Ke zjisténi genotypu byly
pouzity specifické primery pro detekci transgenu Pax2-Isl1. Byla zméfena koncentrace
a Cistota DNA (viz kapitola 3.2.3). Nasledné byla vytvofena reakéni smés pro PCR dle
tabulky 3.1( str. 35). Reakéni objem byl 25 pl.
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Tabulka 3.1 Reakéni smés PCR reakce

Chemikalie Objem
ul
PCR pufr 10xx koncentrovany 2,5
MgCl, (25uM) 15
Pax2-IsI1-F (10pM) 1
Pax2-1sI1-R (10uM) 1
DMSO 1,25
JumpStart” Tagq DNA polymerasa (2,5 u/ul) 0,15
dNTP (10pM) 0,5
RediLoad 2,5
Sigma H,0O 13,6
DNA 1

Mikrozkumavky byly umistény do pfistroje BioEr cykléru, kde byla DNA
amplifikovana dle tabulky 3.2. Reakce prob¢hla ve 35 cyklech.

Tabulka 3.2 Schéma PCR reakce

Kroky reakce teplota Cas
°C min
Iniciace denaturace 95 5:00
Denaturace DNA 95 0:30
Nasednuti primert 63 0:30
Elongace fetézce 72 0:30
Konecna elongace 72 5:00

Produkty reakce byly detekovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy na
2% agarosovém gelu v 0,5krat zfedéném TBE pufru a za pfidani ethidiumbromidu
(0,4 ug/ml). Vzorky byly napipetovany do jamek gelu po 8 ul a jako standard
molekulovych hmotnosti DNA byly pouzity 3 ul GeneRuler 50 bp DNA Ladderu.
Elektroforetické rozdéleni probihalo pti 130 V/cm po dobu 20 minut. Po rozdéleni byly

produkty detekovany pomoci UV zafeni a byl proveden fotograficky zdznam gelu.
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3.2.4.2 OdliSeni heterozygotii a homozygotu

U linie Pax2-1s11/52 byla zjisténa pfitomnost transgenni alely pomoci standardni
PCR reakce. K rozlisSeni homozygotnich a heterozygotnich jedincti byla pouzita metoda
kvantitativni polymerazové tetézové reakce (qPCR) (Heid et al., 1996) za pouziti
specifickych primerd pro detekci transgenni alely Pax2-1sl1. Jako kontrolni gen byl

pouzit gen Hprtl.

Byla stanovena koncentrace a ¢istota DNA viz kapitola 3.2.3. DNA byla ziedéna
na koncentraci 50 ng/ul a poté byla znovu pfeméiena jeji koncentrace. Slozeni reakéni

smési je uvedeno v tabulce 3.3 pro oba dva geny. Do reakce bylo piidano 50 ng DNA.

Tabulka 3.3 Reakéni smés pro qPCR

Reagencie Objem pro gen Isll Objem pro gen Hprt
ul ul

SYBR®Green JumpStart™ 10,00 10,00

Primer F (10uM) 0,25 0,25

Primer R (10uM) 0,25 0,25

DMSO 1,30 -

Destilovana voda doplnén na 20 pl doplnén na 20 pl

Do pfistroje Biorad CFX96 byla umisténa 96 jamkova desticka se vzorky, byla
prikryta optickou folii a byla spusténa reakce dle tabulky 3.4. Reakce byla opakovana
ve 35 cyklech.

Tabulka 3.4 Schéma reakce qPCR

Kroky reakce teplota cas
°C min
Iniciace denaturace 94 2:00
Denaturace DNA 94 0:15
Nasednuti primera 57 0:30
Elongace fetézce 72 0:30
Zaveérecna denaturace 65—95 0:05
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Detekce produkti byla provedena za pouziti horizontalni elekroforézy na 2%
agarosovém gelu, do n€hoz byl piidan ethidiumbromid (0,4 ug/ml). Jako pufr byl
pouzit 0,5krat zfedény elektroforeticky TBE pufr. Jako standardu molekulovych
hmotnosti DNA byly pouzity 3 pul GeneRuler 50 bp DNA Ladderu. Elektroforetické
rozdéleni probihalo pfi 13 V/cm po dobu 20 minut. Po skonceni elekroforézy byly

produkty vizualizovany pomoci UV zéfeni a byl proveden fotograficky zaznam gelu.

Vyhodnoceni qPCR bylo provedeno pomoci programu Bio-Rad CFX Manager
3.0, ktery stanovil hodnoty Cq, odpovidajici cyklu, ve kterém dosahne fluorescence
vzorku prahové detekéni hodnoty. Ke zjisténi zygotnosti jedincti byla vypocitana

hodnota zmény ACq dle vzorce:

ACq = Cq(gen) — Cq(kontrolni gen) [cyklus]
ACq = Cq(Isl1) — Cq(Hprt) [cyKlus].

3.2.5 Priprava rfezli z mrazenych tkani

Zamrazena embrya byla krajena na kryostatu Leica CM1950, kdy teplota
komory byla nastavena na —18 °C a teplota krajeci hlavy na —17 °C. Tloustka fezu u
embryi véku E10,5 byla 8 um a u embryi véku E13,5 byla 10 pum. Jednotlivé fezy byly
odebirdny pfimo na podlozni skla SuperFrost/plus a uchovavany béhem krajeni
v komote kryostatu. Kazdy paty fez byl umistén na sklicko uréené¢ pro barveni

hematoxylin-eosinem.

3.2.6 Histologické barveni hematoxylin-eosinem
Morfologie vnitfniho ucha byla vyhodnocena pomoci barveni hematoxylin-
eosinem. Obarvené fezy byly pouzity pii vybirani vhodnych fezd pro

imunohistochemické barveni.

Skla s fezy byla ponechana pfi laboratorni teploté¢ 20 minut, nasledné byly fezy
zkontrolovany pod mikroskopem, zda jsou dostate¢né suché, a tim byla zajisténa vazba
tkdni na podloznich sklech. Poté byly fezy omyvany ve fosfatovém pufru pti laboratorni
teploté po dobu 5 minut za pouziti tfepacky nastavené na 75 ot/min. Po omyti byly fezy
na sklech ohrani¢eny pomoci specialniho hydrofobniho popisovace PAP pen a fixace

fezi byla provedena na ledu za pouziti 4% paraformaldehydu po dobu 15 minut.
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Nasledné byly fezy omyvany ve fosfatovém pufru za laboratorni teploty 3krat po dobu

15 minut.

Rezy byly barveny roztokem hematoxylinu po dobu 1 minuty a poté vyprany
pod proudem vody po dobu 5 minut. Intenzita probarveni jader byla zkontrolovana pod
mikroskopem. V piipad¢é nedostate¢ného obarveni bylo barveni a nasledné omyti fezi
zopakovano. Odbarveni okolni tkan¢ bylo zajisténo omytim fezt v kyselém alkoholu po
dobu 10 sekund. Rezy byly poté opét omyvany v pramenité vodé po dobu 5 minut.
Nasledovalo barveni fezi roztokem eosinu po dobu 5 sekund, a poté omyti destilovanou

vodou.

Odvodnéni fezti bylo provedeno ethanolovou odvodnovaci tadou dle
tabulky 3.5. P#ili§ intenzivné zbarvené fezy eosinem byly v 70% alkoholu ponechany
déle, dokud nedoSlo k optimalnimu probarveni tkdné. Probarveni tkén¢ bylo
kontrolovano mikroskopicky. Poslednim krokem histologického barveni bylo uzavieni

fezil do DPX média a ptilozeni kryciho skla.

Tabulka 3.5 Schéma odvodnéni fezli barvenych hematoxylinem a eosinem

Chemikalie Doba omyvani
min
Ethylalkohol 70% doba je zavisla na probarveni tkané
Ethylalkohol 80% 0:10
Ethylalkohol 90% 0:10
Ethylalkohol 96% 0:10
Ethylalkohol 100% 5:00
Xylen 1 5:00
Xylen 2 5:00

3.2.7 Imunohistochemické barveni fezti mrazenych tkani

Bylo provedeno imunohistochemické barveni embryi véku E10,5 a E13,5 za
pouziti nepiimé metody oznaceni primarnich protilatek sekundarnimi fluorescen¢né
zna¢enymi protilatkami. U embryi véku E10,5 bylo k detekci proteinti ISLET1 a PAX2
Vv oblasti otického vacku pouzito primarnich protilatek anti-ISLET1 a anti-PAX2.
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U embryi véku E13,5 bylo pii barveni vestibularniho systému pouzito primdarni
protilatky anti-MyosinVIla k oznaceni vlaskovych bunék, a primarni protilatky anti-
ISLET1 k detekci proteinu ISLET1. Pfi barveni basalni casti kochlearni trubice u
embryi véku E13,5 bylo pouzito primarnich protilatek anti-ISLET1 a anti-PAX2 pro
detekci proteinti ISLET1 a PAX2.

Skla s fezy mrazené tkan¢ byla ponechana pii laboratorni teploté¢ 20 minut,
jejich dokonalé naschnuti na sklech bylo zkontrolovano pod mikroskopem. Nasledné
byly fezy omyvany 5 minut ve fosfatovém pufru za pouziti tfepacky nastavené na
75 ot/min. Rezy byly ohrani¢eny pomoci specialniho hydrofobniho popisovade PAP
penu. Byla provedena fixace fezil na ledu za pouziti 4% paraformaldehydu. Nasledné
byly fezy omyvany ve fosfatovém pufru pti laboratorni teploté 3krat po dobu 15 minut

V tfepacce nastavené na 75 ot/min.

Dalsim krokem byla blokace nespecifického navazani primarnich protilatek. Byl
pripraven blokacni roztok ve fosfatovém pufru dle tabulky 3.6. Blokace probihala ve

vihké komirce 30 minut za laboratorni teploty.

Tabulka 3.6 Bloka¢ni roztok

Reagencie MnozZstvi
% (v/v)

BSA 1

Kozi sérum 1

Tween 0,1

Nésledovala inkubace tkani s primdrnimi protilatkami. Byla pfipravena reakéni
smés ve fosfatovém pufru dle tabulky 3.7 (str. 40) a fezy byly inkubovany s primarnimi

protilatkami ptes noc pii 4 °C ve vlhké komiirce.

Dalsi den byly fezy omyvany 3krat po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté ve
fosfatovém pufru v tiepacce nastavené na 75 ot/min. Nasledovala inkubace ve vlhké
komurce za tmy s fluorescenéné znacenymi sekundarnimi kozimi protilatkami ve
fosfatovém pufru viz tabulka 3.7. Rezy byly nasledné omyvany ve tmé 3krat po dobu

15 minut pfi laboratorni teploté ve fosfatovém pufru.
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Tabulka 3.7 Reak¢éni smés pro inkubaci tkani s priméarnimi protilatkami

Reagencie E10,5 Vestibularni systém E13,5  Kochlearni trubice E13,5
% (VIvV) % (vIv) % (VIv)

BSA 1 1 1

Kozi sérum 1 1 1

Tween 0,1 0,1 0,1

Anti-ISLET1 0,5 0,5 0,5

Anti-PAX2 1 - 1

Anti-MyosinVila - 0,2 -

Tabulka 3.8 Reak¢éni smés pro inkubaci tkani s primarnimi protilatkami

Reagencie Mnozstvi
%(V/v)

BSA 1

Kozi sérum 1

Tween 0,1

DyLight 594 0,5

DyL.ight 488 0,5

Dal3im krokem bylo barveni jader za pouziti barviva Hoechst (1 ug/ml). Rezy
byly barveny pfi laboratorni teploté za nepftistupu svétla po dobu 15 minut v tiepacce
nastavené na 75 ot/min. Poté byly omyvany 3krat po dobu 5 minut ve fosfatovém pufru
za pouziti tfepaky nastavené na 75 ot/min. VSechna tfepani byla provedena pfi

laboratorni teplot¢.

Nasledné byly fezy odvodnény dle tabulky 3.5 (str. 38). Poslednim krokem bylo
uzavieni fezti pomoci DPX (E10,5), ptilozeni kryciho skla a ulozeni preparatu v lednici
pii teploté 4 °C. Rezy E13,5 byly uzavieny pomoci ¢inidla antifade. Toto ¢inidlo je
misitelné s vodou, a tak byly fezy piimo uzavieny bez predchoziho odvodnéni tkang.

Preparaty byly uchovavany v lednici pii teploté 4 °C.

Vysledky vSech imunohistochemickych barveni byly upravovany v programu

Adobe Photoshop CS5.1 a kvantitativné vyhodnocovany v programu ImageJ 1.45s.
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3.2.8 Stanoveni poctu kopii vlozeného genu Isl1 metodou qPCR

Pro stanoveni poctu kopii genu Isl1l u mutantnich linii Pax2-1s11/52, Pax2-
IsI1/300 a wt mysi byla pouzita metoda kvantitativni polymerasové fetézové reakce
(Heid et al., 1996). Pro detekci alely genu Isl1l byly pouzity specifické primery. Jako
kontrolni gen byl pouzit gen Hprtl.

Byla stanovena koncentrace a kvalita DNA viz kapitola 3.2.3. DNA byla
nafedéna na koncentraci 20 ng/ul. Po nafedéni DNA byla znovu pieméfena jeji
koncentrace. Byla napipetovana reakéni smés dle tabulky 3.9 pro oba dva geny stejna.

Do reakce bylo ptidano 20 ng DNA.

Tabulka 3.9 Reak¢ni smés pro qPCR

Reagencie V pro gen Isl1 V pro gen Hprt
pl ul

SYBR®Green JumpStart™ 10,00 10,00

Primer F (10uM) 0,50 0,50

Primer R (10uM) 0,50 0,50

Destilovana voda doplnén na 20 doplnén na 20

Do ptistroje Biorad CFX96 byla umisténa 96 jamkova PCR desticka piekryta
optickou folii a byla spusténa reakce dle tabulky 3.10. Reakce byla opakovédna ve
40 cyklech.

Tabulka 3.10 Schéma reakce qPCR

Kroky reakce teplota cas
°C min
Aktivace polymerasy 94 2:00
Denaturace DNA 94 0:15
Nasednuti primert 55 0:30
Elongace fetézce 72 0:40
ZavereCna denaturace 65—95 0:05

Produkty byly detekovany za pouziti horizontalni elekroforézy na 3%
agarosovém gelu, do néhoz byl pfidan  ethidiumbromid (0,4 pg/ml).
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Jako elektroforeticky pufr byl pouzit 0,5krat ztedény TBE. Jako standard molekulovych
hmotnosti DNA byly pouzity 3 ul GeneRuler 50 bp DNA Ladderu. Elektroforetické
rozdéleni probihalo pii 130 V. Po provedeni elekroforézy byly produkty gPCR reakce

detekovany pomoci UV zafeni a byl proveden fotograficky zdznam gelu.

K vyhodnoceni qPCR byl pouzit program Bio-Rad CFX Manager 3.0, ktery
stanovil hodnoty Cq. Data byla nasledn¢ analyzovana pomoci programu LinRegPCR.
Poté byla vypocitana hodnota zmény Cq normalizovana ke kontrolnimu genu Hprt dle

VzZorce:

ACq = Cq (gen) — Cq (kontrolni gen) [cyklus]
ACq = Cq (Isl1) — Cq (Hprt)[cyKlus]

kde Cq je ¢Cislo cyklu, ve kterém dosdhne fluorescence vzorku prahové detekéni

hodnoty. ACq bylo normalizovano ke genu Hprt jehoz normalizovany pocet kopii je 2.

Pocet kopii genu Isletl u obou linii byl vypocitan dle vzorce:
Pocet kopii = 2 (ACq(wt) —ACq(heterozygot)).

Cislo 2 znadi pocet kopii genu, které jsou u obou gendi shodné. Hodnoty zmén
pfechodovych bodli ACq (wt) aACq (heterozygot) byly vypocitany z praméra Cq vSech
pouzitych vzorkti wt a heterozygoti obou linii Pax2-1s11/52 aPax2-1s11/300 (Schoen et
al.,2013).
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4 Vysledky
4.1 Popis fenotypu mysiho modelu Pax2/Isl1

Transgenni my$ Pax2-Isl1 byla vytvofena za ucelem zjisténi disledkl navysSeni

exprese genu Isletl na vyvoj vnitiniho ucha. Konstrukt transgenu Pax2-Isletl (viz.

Obr. 3.1, str. 31) byl vlozen do
6 - — " .
= T mysitho  genomu  pomoci
E 57 * % -
=4 — pronuklearni injekce a
= T
z 37 nasledné genetické
- 2 A
E 1 . rekombinace. Byly ziskany dvé
0 transgenni linie Pax2-1sl11/300
Pax2-1s11/300 Pax2-1s11/52
Owt = heterozygot a PaX2'|S|1/52
Obr. 4.1 Porovnani primérného poctu Po odstavu mladat od

mlad’at na vrh po odstaveni od matky.

Primérny pocet heterozygotné¢ mutantnich jedincti na vrh matky byl urcen vliv
oproti wt sourozencim je vyznamné snizen u obou linii.
Hodnoty pfedstavuji primér poctu jedinci na vrh =+
standardni  smérodatna  odchylka. Pro statistické
vyhodnoceni byl pouzit dvouvybérovy neparovy t-test.
(Pax2-1s11/300: N=21 vrhii; Pax2-1sI1/52: N=27 vrhi;  y ramci jednotliV}'lch vrhil byl
** P<0,01; * P<0,05).

transgenniho  genotypu na

pocet mlad’at. Pocet mlad’at

vyznamn¢ ovlivnén
transgennim genotypem (Obr. 4.1). Pocet mutantnich mldd’at na vrh byl signifikantné
mensi nez pocet jejich nemutantnich sourozenct (wt) jak u linie Pax2-1s11/300 (n = 21
vrhi, P <0,01), tak u Pax2-1sl1/52 (n = 27 vrhu, P < 0,05).

4.2 Stanoveni poétu viozenych kopii transgenu Isletl

Stanoveni poctu vlozenych kopii transgenu Isletl bylo provedeno pomoci gPCR
(kapitola 3.2.8.). Exprese genu Isletl u linie Pax2-1s11/300 byla 2krat vyssi nez u wt a u
linie Pax2-1s11/52 byla 1,5krat vyssi nez exprese Isletl u wt (Obr. 4.2, str. 44). Hodnota
exprese u wt odpovida 2 kopiim genu Isletl. Pocet celkovych kopii genu Isletl je tedy u
linie Pax2-1s11/300 ¢tyti kopie a u linie Pax2-1sl1/52 tfi kopie genu Isletl. U transgenni
linie Pax2-1sl/300 tedy byly vlozeny dvé kopie transgenu Isletl u linie Pax2-Isl1/52
byla vloZena jedna kopie do genomu (tabulka 4.1, str. 44).
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Obr. 4.2 Relativni exprese genu Isletl

u transgennich linii Pax2-1s11/300 a Pax2-1sl1/52.
Exprese Isletl je navySena u linie Pax2-1s11/300 2krat a u linie
Pax2-1sl1/52 1,5krat v porovnani s nemutantnimi jedinci.
Hodnota wt odpovida 2 kopiim genu Isletl. U linie Pax2-
Is11/300 byly vloZeny 2 kopie transgenu Isletl a u linie Pax2-
IsI1/52 1 kopie transgenu Isletl do genomu.

Tabulka 4.1 Vypocet poétu vlozenych kopii transgenu Isletl

wt Pax2/Isl1-300 Pax2/1sl1-52
Relativni exprese Isletl 1 1,95 1,59
Celkovy pocet kopii genu Isletl 2 4 3
Pocet vlozenych kopii transgenu ] 5 L

Isletl

4.3 Vliv mutace na primérné pocty izolovanych embryi

na vrh

Ve v€ku E10,5 bylo ziskano celkem 18 embryi ze dvou vrha linie Pax2-1s11/300 a
celkem 27 embryi ze tii vrhi linie Pax2-1s11/52. Ve véku E13,5 bylo ziskano celkem
22 embryi ze dvou vrhi linie Pax2-1s11/300 a celkem 27 embryi ze tfi vrhi linie Pax2-
IsI1/52. Absolutni pocty izolovanych embryi pro jednotlivé genotypy jsou uvedeny v
tabulce 4.2 (str. 45). Srovnani pramérnych po¢ti embryi na vrh u véka E10,5 a E13,5
ukazuji, Ze v embryondlnim véku nedochazi ke snizeni poc¢tu mutantnich jedincii oproti
wt (Obr. 4.3, str. 45). U linie Pax2-1s11/300 je nartst poctu heterozygotné mutantnich
jedinct ve v&ku E10,5 ovlivnény malym vzorkem populace, proto tento narGst
neodpovida genetickym predpokladim (1:1). Tyto vysledky ukazuji, ze sniZzeni poctu

mlad’at po narozeni je ovlivnéno letalitou postnatdlni nikoli letalitou embryonélni.
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Vyjimkou je letalita homozygotné mutantnich jedincl, ke které dochdzi jiz béhem
embryonalniho vyvoje, kdy ve véku E13,5 jiz nebyla nalezena Zadnd homozygotné

mutantni embrya (Obr. 4.3).

Tabulka 4.2 Absolutni poéty izolovanych embryi

celkem embryi  wt heterozygot ~ homozygot vrhy

E10,5 Pax2-1s11/300 18 5 13 - 2
E10,5 Pax2-Isl1/52 27 12 12 3 3
E13,5 Pax2-1Is11/300 22 10 12 - 2
E13,5 Pax2-Isl1/52 27 12 15 - 3

E 10 - E 8 -

< 87 < 6 -

26 - = |

z = [

2 41 5

g 2 | ’j_‘ |j_“ g 2 |

3. - g 0

A Pax2-1s11/300 Pax2-1s11/52 A~ Pax2-1s11/300 Pax2-Isl1/52

Owt mheterozygot @homozygot Owt mheterozygot

Obr. 4.3 Prumérny pocet izolovanych embryi na vrh ve véku E10,5 a E13,5. Hodnoty

predstavuji primér poctu embryi na vrh + standardni smérodatna odchylka. Je patrna letalita homozygotné
mutantnich jedinci ve véku E10,5.

Potvrzeni genotypu u homozygotl a heterozygoti bylo provedeno pomoci qPCR
(tabulka 4.3). Pti hodnoté ACq piiblizn¢ (-1,5) cyklu se jednalo o homozygotné
mutantniho jedince, pokud byla hodnota ACq kolem nuly jednalo se o heterozygotné
mutantniho jedince. V pfipadé nemutantniho jedince byla hodnota ACq kladna. Nebyl
nalezen zadny homozygotni jedinec u embryi véku E13,5 (Obr. 4.3).

Tabulka 4.3 Odliseni homozygotnich, heterozygotnich a nemutantnich jedinct linie
Pax2-1s11/52

Genotyp A Cq
wt <0
heterozygot ~0
homozygot ~(-1.5)
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4.4 Fenotyp u izolovanych embryi

U heterozygotné mutantnich jedinci nebyly nalezeny zadné externi
morfologické rozdily jak ve véku E10,5 (Obr. 4.5), tak ve véku E13,5 (Obr. 4.6, str. 47)
u obou linii Pax2-1s11/300 i Pax2-1sl1/52. U Pax2-Isl1/52 homozygotnich embryi byl
zjevny defektni vyvoj. Byly zjistény defekty neuralni trubice (Obr 4.4 B), hematomy
v oblasti vyvijejiciho se mozku (Obr. 4.4 C) a snizeny rast jedince se zvySenou
nekrozou tkané (Obr. 4.4 A).

Obr 4.4 Defektni vyvoj u Pax2-1sl1/52 homozygotnich embryi ve véku E10,5.
U homozygotnich embryi byl potvrzen defektni vyvoj. Jsou patrné hematomy vyvijejiciho se mozku
(A, C), hematomy a zvySené krvaceni bylo viditelné i v jinych ¢astech embrya, oteviena neuralni
trubice (B), a mensi celkovy rist se zvysenou nekrozou (A). Sipky oznacuji jednotliva poskozeni.
Mg¢titko predstavuje 1000 pm.

Pax2-Is11/300
wi
heterozygot

Pax2-Isl1/52
wt
heterozygot

Obr. 4.5 Externi morfologie heterozygotnich Pax2-1s11/300 a Pax2-1s11/52 embryi
ve véku E10,5. Nejsou patrné zadné morfologické rozdily mezi nemutantnimi (A, C) a heterozygotné
mutantnimi (B, D) jedinci obou linii. Méfitko predstavuje 1000 um.
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Obr. 4.6 Externi morfologie heterozygotnich Pax2-1s11/300 a Pax2-1sl11/52

embryi véku E13,5. Nejsou patrné 74dné zmény externiho fenotypu u heterozygotng mutantnich
embryi. Méfitko predstavuje 1000 pm.

4.5 Exprese ISLET1 v otickém vaéku u E10.5 embryi

K posouzeni zmén exprese proteinu ISLET1 a morfologickych zmén béhem
prvniho staddia vyvoje vnitiniho ucha byly imunohistochemicky obarveny fezy embryi
véku E10,5. Byl vzdy porovndvan nemutantni a heterozygotné mutantni jedinec
z jednoho vrhu. Celkem byla hodnocena tii embrya pro kazdy genotyp ze dvou vrhi
linie Pax2-1s11/300 a tfi vrht linie Pax2-1sl1/52. U embryi véku E10,5 nebyly
pozorovany Zzadné morfologické rozdily mezi nemutantnimi a heterozygotné
mutantnimi jedinci u obou transgennich linii Pax2-1s11/300 (Obr. 4.7 A, E, str. 48) a
Pax2-1sl11/52 (Obr. 4.8 A, E, str. 48). Byly vSak zjistény rozdily v expresi proteinu
ISLET1 ve ventralni ¢asti otického epitelu, v oblasti u statoakustického ganglia, u linie
Pax2-1s1/300 (Obr. 4.7 C, G, str. 48) a linie Pax2-1s11/52 (Obr. 4.8 C, G, str. 48). Pti
porovnani heterozygotné¢ mutantnich a wt sourozencti bylo zjisténo, Ze u heterozygotné
mutantnich jedinct linie Pax2-1s11/300 dochazi k velmi vyznamnému navysSeni exprese
ISLET1 (Obr. 4.9, str. 49). U linie Pax2-1sl1/52 byl také zjistén trend navySeni
detekovaného signdlu u heterozygotné¢ mutantnich jedinct ve srovnani s nemutantnimi
jedinci (Obr. 4.9, str. 49). NarGst exprese ISLET1 u heterozygotnich embryi je
znazornén V detailu na Obr. 4.10 (str. 49). Exprese ISLET1 byla vyssi u Pax2-1s11/300
embryi v porovnani s Pax2-1s11/52 embryi (Obr. 4.11, str. 50).
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Obr. 4.7 Exprese proteini ISLET1 a PAX2 ve ventralni oblasti otického epitelu

u E10,5 embryi linie Pax2-1s11/300. U nemutantniho embrya (obrazky A-D) a heterozygotné
mutantniho embrya (obrazky E-H) je imunohistochemicky detekovana exprese ISLET1 a PAX2
Vv oblasti otického vacku. Na obrazcich A a E je oblast otického vacku ve veku E10,5; méfitko
predstavuje 250 um. Ve vyiezu je oznacena oblast zvétSena na obrazcich B-D a F-H; s métitkem
100 um. Na obrazcich D, H je slozeny obraz exprese PAX2 (Cerveny kanal), ISLET1(zeleny kanal),
jadra bungk jsou obarvena pomoci barviva Hoechst (modry kanal).

wt

Pax2-Isl1/52

heterozygot

Obr. 4.8 Exprese proteini ISLET1 a PAX2 ve ventralni oblasti otického epitelu

u E10,5 embryi linie Pax2-1s11/52. U nemutantniho embrya (obrazky A-D) a heterozygotniho
mutanta (obrazky E-H) je imunochemicky detekovana exprese ISLET1 a PAX2 v oblasti otického
vacku. Na obrazcich A a E je oblast otického vacku ve veéku E10,5; méfitko predstavuje 250 pm. Ve
vyfezu je ozna¢ena oblast zvétSend na obrazcich B-D a F-H; s méfitkem 100 um. Na obrazcich D a H

je slozeny obraz exprese PAX2 (Eerveny kanal), ISLET1(zeleny kanal), jadra bunék jsou obarvena
pomoci barviva Hoechst (modry kanal).
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Obr. 4.9 Exprese ISLET1 ve ventralni oblasti otického va¢ku u linie Pax2-1s11/300

a Pax2-1sl152. Trend navyseni exprese ISLET1 je patrny u heterozygotnich mutanti vzhledem
K nemutantnim sourozenctim (wt) u v8ech tfi hodnocenych vrhu linie Pax2-1sl/300 a linie Pax2-Is11/52.
Exprese ISLET1 je vyjadfena jako pomér plochy exprese ISLET1 a celkové plochy tkané fezu. Bylo
provedeno kvantitativni vyhodnoceni signalu pomoci programu ImagelJ 1.45s.
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Obr. 4.10 Zména exprese ISLET1 ve ventralni oblasti otického vacku u
transgennich linii Pax2-1s11/300 a Pax2-1s11/52 ve véku E10,5. Je patrné

navySeni exprese ISLET1 u heterozygotné mutantnich jedincti obou linii (Sipky ukazuji ISLETI
pozitivni buniky, obrazky B a D) v porovnani s wt sourozenci (obrazky A a C).

Dale byla sledovana exprese ISLET1 v oblasti Pax2 domény otického epitelu, tj.
v medidlni oblasti otického epitelu, kde je silné exprimovan PAX2.

Imunohistochemické analyzy ukazaly navySeni exprese proteinu ISLET1 v oblasti
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Obr. 4.11 Porovnani relativni exprese
ISLET1 u heterozygotné mutantnich embryi

transgennich linii

Navyseni exprese ISLET1 u heterozygotnich mutanti
linie Pax2-1s11/300 je mnohem vy$8i nez navySeni
U heterozygotné mutantnich embryi linie Pax2-1s11/52.
Exprese ISLETI je vyjadfena jako pomér plochy
exprese ISLET1 k  celkové plose  tkané
heterozygotniho embrya ku plose exprese ISLETI
k celkové plose tkané¢ wt sourozence. Hodnoty
predstavuji pramér pomért vSech vrh + standardni
smérodatnd odchylka. Bylo provedeno kvantitativni
vyhodnoceni signalu pomoci programu ImageJ 1.45s.

wit

Pax2-1s11/300

heterozygot

PAX2 domény jak u linie Pax2-
Isl/300 (Obr. 412, C a G), tak i u
linie Pax2-1sl1/52 (Obr. 4.13, C a G,
str. 51). Navyseni exprese ISLETI
v oblasti  otického

epitelu  bylo

zjisténo u vSech heterozygotné

mutantnich  jedinc  obou  linii
V porovndni s Wt sourozenci ve vSech
4.14,

str. 51). Porovnani exprese ISLETI1

hodnocenych vrzich (Obr.

v otickém epitelu v oblasti exprese
PAX2 mezi Pax2-1s11/300 a Pax2-
IsI1/52 transgennimi embryi ukazuje
CXprese

navyseni odpovidajici

zvySenému poctu transgennich alel

(Obr. 4.15a 4.16, str. 52).

Obr. 4.12 Exprese proteinu ISLET1 a PAX2 v medialni ¢asti otického vacku u

embryi ve véku E10,5 u linie Pax2-1sl1/300. U nemutantniho embrya (obrazky A-D) a
heterozygotniho mutanta (obrazky E-H) je imunochemicky detekovana exprese ISLET1 a PAX2
v oblasti otického vacku. Na obrazcich A a E je oblast otického vacku ve véku E10,5; métitko
piedstavuje 250 um. Ve vyfezu je oznaCena oblast zvétSena na obrazcich B-D a F-H; s métitkem
100 pm. Na obrazcich D, H je slozeny obraz exprese PAX2 (Cerveny kanal), ISLET1(zeleny kanal),
jadra bunék jsou obarvena pomoci barviva Hoechst (modry kanal).
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Obr. 4.13 Exprese proteinu ISLET1 a PAX2 v medialni oblasti otického vacku u

embryi ve véku E10,5 u linie Pax2-1sl1/52. U nemutantniho embrya (obrizky A-D) a
heterozygotniho mutanta (obrazky E-H) je imunochemicky detekovana exprese ISLET1 a PAX2 v oblasti
otického vacku. Na obrazcich A a E je oblast otického vacku ve véku E10,5; métitko predstavuje 250 um.
Ve vyfezu je oznacena oblast zvétSena na obrazcich B-D a F-H; s métitkem 100 um. Na obrazcich D, H
je sloZzeny obraz exprese PAX2 (Cerveny kanal), ISLET1(zeleny kanal), jadra bunék jsou obarvena
pomoci barviva Hoechst (modry kanal).
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Obr. 4.14 Exprese ISLET1 v medialni oblasti otického vacku u linie Pax2-1s11/300
a Pax2-1s1152. Trend navyseni exprese ISLET1 je patrny u heterozygotnich mutantd vzhledem
k nemutantnim sourozenciim (wt) u v8ech tfi hodnocenych vrhu linie Pax2-1sl/300 i linie Pax2-Isl/52.
Exprese ISLETI je vyjadfena jako pomér plochy exprese ISLETI a celkové plochy tkané fezu. Bylo
provedeno kvantitativni vyhodnoceni signalu pomoci programu ImageJ 1.45s.
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Obr. 4.15 Zména exrese ISLET1 u transgennich linii Pax2-1s11/300 a Pax2-

Is|1/52 v medialni oblasti otického va¢ku u embryi ve véku E10,5. Je patrné
navySeni exprese ISLET1 u heterozygotné mutantnich jedincti obou linii (Sipky ukazuji ISLETI
pozitivni buiiky, obrazky B a D) v porovnani s wt sourozenci (obrazky A a C).
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Obr. 4.16 Porovnani navySeni exprese
ISLET1 u heterozygotné mutantnich
jedincii transgennich linii. Navyseni exprese
ISLET1 u heterozygotnich mutantd linie Pax2-
IsI1/300 je vySS§i nez navySeni u heterozygotné
mutantnich embryi linie Pax2-Isl1/52. Exprese
ISLET1 je vyjadiena jako pomér plochy exprese
ISLET1 k celkové plose tkan€ heterozygotniho
embrya ku plose exprese ISLET1 k celkové plose
tkané wt sourozence. Hodnoty pfedstavuji pramér
poméru vSech vrhil + standardni smérodatna odchylka.
Kvantitativni vyhodnoceni signdlu bylo provedeno
pomoci programu ImageJ 1.45s.

heterozygot

heterozygot

U linie Pax2-Isl1/52 byla
zhodnocena morfologie a exprese
proteinu ISLET1 u homozygotné
mutantnich embryi ve vé&ku E10,5.
Byl vZzdy porovnavdn nemutantni a
homozygotné mutantni jedinec ze
stejného vrhu.  Celkem  byli
zhodnoceni tfi homozygotni jedinci
ze dvou vrhd. Imunohistologické
analyzy ukéazaly velmi vyznamné

morfologické zmény ve vyvoji

vnittntho  ucha  projevujici  se
degeneraci
(Obr. 4.17 B, E, str. 53). Dale byla

ISLETI

statoakustického ganglia

detekovana exprese

u homozygotnich mutantt v oblasti
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neuralni trubice, kde ISLET1 neni bézn¢ exprimovan (Obr. 4.17 E).

wit
homozygot

Pax2-1sl1/52

homozygot

4.17 Morfologické zmény a exprese ISLET1 u Pax2-IsI1/52 homozygotné

mutantnich E10,5 embryi. Pax2-Is11/52 homozygotni embrya (B, D, E) a wt (A, C). Jsou patrné
morfologické zmény vyvoje statoakustického ganglia (B), dale vlivem hematomu vzniklého béhem
vyvoje je patrné pouze statoakustické ganglium (D). Patrné je také navySeni exprese ISLET1
v oblastech, kde neni bézné exprimovan (E). Je detekovana exprese PAX2 (Cerveny kanal),
ISLET1(zeleny kanal), jadra bunék jsou obarvena pomoci barviva Hoechst (modry kanal). Mé&titko
predstavuje 250 pm.

4.6 Exprese ISLET1 ve vestibularnim systému embryi
véku E13,5

Exprese ISLET1 byla zhodnocena imunohistochemicky ve vestibularnim
systétmu u E13,5 embryi. Byl vZdy hodnocen jeden zastupce wt a jeden heterozygotné
mutantni jedinec ze stejného vrhu a celkem byli hodnoceni jedinci ze tii vrhi.
V souladu s publikovanymi analyzami (Huang et al., 2008, Radde-Gallwitz et al.,
2004), byl ISLETI exprimovan ve vlaskovych buiikkach i v podpirnych buiikach
sakulu, organu vestibularniho systému (Obr. 4.18, str. 54). Nebyly pozorovany Zadné
zmény exprese ISLET1 ani morfologické zmény v epitelu sakulu u transgennich embryi

V porovnani s Wt sourozenci (Obr. 4.18, str. 54).
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Obr 4.18 Sakulus vestibularniho systtm u EI13,5 embryi. Srovnavaci
imunohistochemické analyzy nemutantnich (obrazky A a C) a Pax2-1sl1 heterozygotné mutantnich
embryi neukazuji zadné expresni ani morfologické zmény u mutanttl obou linii, Pax2-1s11/300 (B) a
Pax2-Is11/52 (D). Vlaskové buiiky jsou oznaceny protilatkou anti-Myosin VII (Cervend), exprese
ISLET1(zelend), jadra bunék jsou barvena Hoechst (modra). Métitko predstavuje 100 um.

4.7 Exprese ISLET1 v basalni €asti kochlearni trubice u
embryi véku E13,5

Exprese ISLET1 a morfologie byla hodnocena v oblasti basalni ¢asti kochlearni
trubice a v oblasti ganglion spirale cochleae, tj v oblasti senzorickych a neuralnich
bun¢k (Obr. 4.19, str. 55). V imunohistochemickych analyzach bylo vzdy porovnano
jedno nemutantni (wt) a jedno Pax2-1sl1 heterozygotné mutantni embryo ze stejného
vrhu. Celkem byli hodnoceni jedinci ze dvou vrhi pro linii Pax2-1s11/300 a tii vrhi pro
linii Pax2-Isl1/52. V oblasti basalni ¢asti kochlearni trubice nebyly pozorovany zadné
morfologické ani expresni zmény ISLET1 u obou linii, Pax2-1sl/300 a Pax2-1s11/52
(Obr. 4.20, str. 55). Naproti tomu v oblasti ganglion spirale cochleae byla exprese
ISLET1 zvySena u linie Pax2-1s11/300 i u linie Pax2-Is11/52 (Obr. 4.21, str. 56). Oblast
ganglion spirale cochleae, je tvofena neuralnimi bunikami inervujicimi kochlearni
trubici a ISLET1 je zde vyznamné exprimovan. NavySeni exprese ISLET1 bylo 1,5krat
vy$$i u obou linii (Obr. 4.22, str. 56).
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Obr. 4.19 Basalni ¢ast kochlearni trubice u embryi véku E13,5. Srovnavaci
imunohistochemické analyzy nemutantnich (obrazky A a C) a Pax2-Isl1 heterozygotné mutantnich
embryi neukazuji zadné morfologické zmény u mutant obou linii, Pax2-1s11/300 (B) a Pax2-1sl1/52
(D). Je vsak pozorovan expresni nartist ISLET1 v oblasti ganglion spirale cochleae (Sipky). Je
znazornéna exprese PAX2 (Cervend), exprese ISLET1 (zelend) a jadra bunék jsou barvena Hoechst
(modra). Méritko predstavuje 250 pm.
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Obr. 420 Exprese ISLET1 voblasti basalni ¢&asti kochlearni trubice u

transgennich linii. Exprese ISLET1 se neli§i mezi nemutantnimi (Wt) a heterozygotné mutantnimi
jedinci v8ech tii pozorovanych vrhu linie Pax2-1s1/300 i linie Pax2-1s11/52.Exprese ISLET1 je vyjadiena
jako pomér plochy exprese ISLET1 a celkové plochy tkané fezu. Kvantitativni vyhodnoceni signalu bylo
provedeno pomoci programu ImagelJ 1.45s.
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Obr 4.21 Exprese ISLETL1 v oblasti ganglion spirale cochleae u transgennich linii.
Trend navyseni exprese ISLET1 je patrny u heterozygotnich mutanti vzhledem k nemutantnim
sourozencum (Wt) u v8ech tfi hodnocenych vrha linie Pax2-1s11/300 i linie Pax2-Isl/52. Zména exprese
ISLET1 je vyjadfena jako pomér plochy exprese ISLET1 a celkové plochy tkané fezu. Kvantitativni
vyhodnoceni signalu bylo provedeno pomoci programu ImagelJ 1.45s.
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Obr 4.22 Porovnani navySeni exprese ISLET1 u heterozygotné mutantnich
jedincii transgennich linii. Navyseni exprese ISLET1 u heterozygotnich mutantd je stejné
u obou dvou linii Pax2-1s11/300 i Pax2-1sl1/52. Exprese ISLET1 je vyjadifena jako pomér plochy
exprese ISLET1 k celkové plose tkan€ heterozygotniho embrya ku plose exprese ISLET1 k celkové
plose tkan¢ wt sourozence. Hodnoty predstavuji primér poméru vSech vrhli + standardni smérodatna
odchylka. Kvantitativni vyhodnoceni signalu bylo provedeno pomoci programu ImageJ 1.45s.
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5 Diskuze

ISLETI je transkripénim faktorem exprimovanym béhem vyvoje senzorické a
neuralni tkan¢ vnitfniho ucha, ale jeho funkce neni stale pln¢ objasnéna (Huang et al.,
2008, Radde-Gallwitz et al., 2004). Pro studium funkce transkripéniho faktoru je
nejvyhodnéjsi pouziti ,,knock-out“ modelu studovaného faktoru. Pro studium vlivu
transkripéniho faktoru ISLET1 na vyvoj vnitiniho ucha neni mozné tento model pouzit,
protoze ISLET1 velmi vyznamné ovliviiuje vyvoj neurdlni trubice (Pfaff ez al., 1996) a
vyvoj srdce (Cai et al., 2003) a jeho delece tak zpusobuje letalitu embryi ve véku E9,5-
E10,5. Nejdualezitéjsi ¢ast vyvoje vnitiniho ucha vSak probihd az v pozdéjsich fazich
vyvoje (E12,5-E17,5) (Huang et al, 2008, Radde-Gallwitz et al., 2004). Jednou
z moznych alternativ ,,knock-out“ modelu jsou transgenni modely se sniZzenou nebo
zvySenou expresi. Pro urceni vlivu ISLET1 v oblasti vyvijejiciho se vnitiniho ucha byl
v této praci pouzit transgenni model Pax2-1sl1, vytvofeny vlozenim Isletl pod Pax2
regulacni sekvenci, a bylo tak ptfedpokladano navyseni exprese ISLET1. Regula¢ni
sekvence byla vybrana kvili vyznamnému vlivu transkripéniho faktoru PAX2 na vyvoj
vnitiniho ucha. PAX2 patii mezi prvni transkripéni faktory aktivované v oblasti
otického vacku a je pfitomny ve vSech stadiich vyvoje vnitiniho ucha (Burton et al.,

2004, Lawoko-Kerali et al., 2002).

5.1 Fenotyp transgenniho mysiho modelu Pax2-Is|1
Byly vytvofeny dvé transgenni linie Pax2-1s11/300 a Pax2-1sl1/52. U obou

transgennich linii byly zjiStény zhorSené sluchové funkce a zrychlené starnuti
sluchového ustroji. Sluchové funkce byly méfeny v Laboratofi neurofyziologie sluchu
prof. Syky v Ustavu experimentalni mediciny, AV CR. U obou linii byl uréen sluchovy
prah na zékladé€ snimani sluchovych odpovédi vyvolanych z mozkového kmene (ABR)
a otoakustické emise (Pavlinkova, 2012).Tyto sluchové testy ukazaly, ze u jedinct obou
transgennich linii doslo k Giplné ztrat€¢ sluchu ve véku Sesti mésict. U transgenni linie
Pax2-1s11/300 byl také zjistén fenotyp poskozeni rovnovahy jedincu tzv. ,, circling
behavior® (Gibson et al, 1995, Liu et al, 2000). Jednd se o poruchu rovnovahy
projevujici se pohybem mysi v kruhu. P#i kiizeni linie Pax2-1sl1/300 nebylo mozné

ziskat homozygotni populaci, protoZze heterozygotné¢ mutantni samci nebyli schopni
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samice oplodnit. U linie Pax2-Isl1/52 nebylo detekovano poskozeni rovnovahy jedincu,

tj. ze nebyl vyznamné poskozen vestibularni systém vnitiniho ucha (Pavlinkova, 2012).

Pii stanoveni poctu vlozenych kopii transgenu Isletl byl zjistén rozdil mezi
liniemi Pax2-1s1/300 a Pax2-1s11/52. U transgenni linie Pax2-1s11/300 doslo ke vlozeni
dvou kopii transgenu a u linie Pax2-1s11/52 pouze k vlozeni jedné kopie transgenu Isletl
(viz kapitola 4.8). Vlozeni transgenu probihd nahodnou genetickou rekombinaci, proto
je mozné docilit vloZeni rozdilného poctu kopii do genomu transgennich linii. Vlozenim
jedné kopie transgenu dochazi k poskozeni sluchového aparatu u obou linii. Pfitomnost
dvou kopii transgenu v genomu linie Pax2-1s11/300 zptisobuje poskozeni rovnovazného
systtmu a mnohem rozsahlejsi poskozeni sluchu u dospélych jedinc. Vliv poctu
vloZenych kopii Isletl byl jiz diive zkouman v ramci studia vlivu hypomorfni mutace
Isletl na vyvoj motorneuronti michy a byl funkéné prokazan vliv mnozstvi vlozenych

kopii genu Isletl do genomu jedincu (Liang ef al., 2011).

Pfi porovnani poctu mutantnich a nemutantnich embryi béhem embryonalniho
vyvoje nebyly zjistény rozdily, ale pocet Pax2-Isl1/52 a Pax2-1s11/300 transgennich
mlad’at po jejich odstaveni od matky byl vyznamné snizen v porovnani s nemutanty. U
heterozygotn¢ mutantnich jedinct tedy dochézi k postnatélni letalité jedincti obou linii.
U obou kmenli miize byt ubytek transgennich mlad’at zplisoben dvéma pfi¢inami bud’
nedokoncenim vyvoje saciho reflexu mladéte, tzn. Ze mlade neni schopno sat, nebo je
mladé matkou odvrzeno z divodi neschopnosti komunikace a rozpoznani mlad’at
matkou. Ptesné stanoveni pfi¢in uhynu mlad’at po narozeni je velmi obtizné, ale nase
vysledky ukazuji, ze Pax2-1sl1 mutanti maji zhorSené sluchové funkce, tj. zhorSené

schopnosti komunikace.

5.2 Embryonalni letalita homozygotni mutace jedincu

transgenni linie Pax2-1sl/300 a Pax2-Isl1/52

Letalita homozygotné mutantnich jedinct linie Pax2-Isl/300 nemohla byt
studovana, protoze pii kfizeni linie Pax2-1sI1/300 nebylo mozné ziskat homozygotni
populaci. Heterozygotné¢ mutantni samci nebyli schopni samice oplodnit vlivem

poskozeni rovnovazného systému.
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Pii porovnavani fenotypu embryi linie Pax2-Isl1/52 byly zjistény defekty
homozygotné¢ mutantnich jedinct, které byly ve v€ku E10,5 letalni. Morfologické a
imunohistochemické analyzy ukéazaly zmény ve vyvoji homozygotnich mutantd.
Jednalo se hlavné o poskozeni vyvijejiciho se mozku a defekty neuralni trubice.
Imunohistochemické analyzy ukazaly velmi vyznamné morfologické zmény projevujici
se degradaci statoakustického ganglia a rozsahlé zmény exprese proteinu ISLET1
v oblastech, v nichz tento protein neni bézné exprimovan (Obr. 4.17, str. 53). ISLET1
byl silné exprimovan v PAX2 pozitivnich oblastech, zejména v oblasti neuralni trubice.
U homozygotniho mutanta doslo tedy k navyseni exprese ISLET1 u PAX2 pozitivnich
bun€k, coz negativné ovlivnilo embryonalni vyvoj, zejména vyvoj neuralni trubice a

mozku a vedlo k letalit¢ embryi.

5.3 Morfologické a expresni zmény ISLET1 v oblasti

otického vacku u embryi stari E10,5

V prvnim stadium vyvoje vnitiniho ucha, odpovidajicimu embryonalnimu véku
E9,5-E10,5, dochazi prodluzovanim a uzaviranim sluchové jamky ke vzniku otického
vacku a posléze k delaminaci neuroblasti ze stiedni oblasti otického vacku. Zacina se
také formovat statoakusticky ganglion u stiedni oblasti otického vacku (Kelley, 2006,
Vacek, 2006). V tomto stadiu vyvoje vnitiniho ucha je exprese ISLET1 detekovana
v oblasti statoakustického ganglia a ventralni ¢asti otického vacku (Huang et al., 2008,
Radde-Gallwitz et al., 2004). V této praci byla studovana zména exprese ISLET1 u
dvou oblasti otického vacku, ve ventralni oblasti otického vacku (vzhledem k
pozici neuralni trubice), tj. oblasti u statoakustického ganglia, a v oblasti domény

exprese PAX2, medialni ¢asti otického vacku.

U heterozygotnich Pax2-1s11/300 a Pax2-Isl1/52 embryi ve véku E10,5 bylo
detekovano navySeni exprese ISLET1 v oblasti otického vacku u statoakustického
ganglia. Dale byla detekovana zvySena exprese ISLET1 v oblasti PAX2 domény
otického vacku. NavySeni exprese ISLET1 u transgennich embryi potvrdilo plivodni
predpoklad, ze vlozeni kopie genu Isletl pod Pax2 regula¢ni sekvenci povede k expresi
ISLET1 v PAX2 pozitivnich bunkach a tedy k celkovému navySeni ISLET1 exprese.
Navic byl prokazan statisticky vyznamny rozdil navySeni exprese ISLET1 v oblasti

PAX2 domény otického vacku u heterozygotné¢ mutantnich jedinci Pax2-1s1/300
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V porovnani s navySenim exprese ISLET1 u heterozygotné¢ mutantnich jedinci Pax2-
IsI1/52. Vyznamnéjsi navySeni exprese ISLET1 u heterozygoti Pax2-1s11/300 je
zpusobeno dvojnasobnym poctem vlozenych kopii transgenu Isletl oproti linii Pax2-
Isl1/52. V oblasti PAX2 domény navic pomér navySeni exprese ISLET1 mezi
transgennimi liniemi odpovidal poméru poctu vloZenych kopii do genomu transgennich

linii.
5.4 Morfologické a expresni zmény ISLET1 u embryi
véku E13,5

V druhém stadiu vyvoje odpovidajicimu véku embryi E12,5-E13,5 vznikaji
utrikulus a sakulus, organy rovnovazného systému (Kelley, 2006). Béhem tohoto
obdobi vyvoje probiha také diferenciace vlaskovych a podptirnych bun¢k téchto organti
(Sahly et al, 1997) a dochazi k formovani kochlearni trubice (Kelley, 2006).
Diferenciace vlaskovych a podptrnych bunék probiha az v pozdéjsim veku E15,5-
E17,5. Exprese ISLET1 byla detekovana Vv sakulu vestibularniho systému, Vv basalni
¢asti kochlearni trubice a Vv neurdlnich burnkach ganglion vestibulare inervujicich
vestibularni systém a ganglion spirale cochleae inervujicich kochlearni trubici (Huang
et al., 2008, Radde-Gallwitz ef al., 2004). V této praci byla u transgennich embryi ve
véku E13,5 porovnavana morfologie a exprese ISLET1 v oblasti sakulu, organu
vestibularniho sytému, v oblasti basalni ¢asti kochledrni trubice a v neuralnich buiikach

ganglion spirale cochleae.

U sakulu byla potvrzena exprese ISLET1 jak ve vlaskovych, tak v podpurnych
buiik4ch tohoto organu. Nebyly vSak zjiSt€ny zadné expresni ani morfologické zmény u
transgennich embryi. Exprese transkripniho faktoru PAX2 se vyrazné snizuje
v diferenciovanych bunikach vestibularniho systému. Jeho exprese byla sice ¢astecné
prokazana v oblasti vlaskovych bun¢k vestibularniho systému, nicméné po diferenciaci
téchto bun€k dochézi k jejimu snizeni (Torres et al., 1996). Také expresni profil Pax2-
Isl1 transgenu v nasem modelu odpovida snizené expresi genu Pax2 ve vestibularnim

systému embryi véku E13,5, ponévadz nebylo detekovano navyseni exprese ISLETL.
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K navyseni exprese PAX2 dochazi az v postnatalnim vyvoji, zatim ale byla
detekce PAX2 provedena pouze u kura domaciho ve véku P7-P21 (Warchol and
Richardson, 2009). Vzhledem Kk porucham rovnovazného tstroji detekovanym
V postnatalnim vyvoji u linie Pax2-1s11/300 je mozné, Ze v pozd¢&jsich stadiich vyvoje
dochazi k aktivaci transkripéniho faktoru PAX2 a tudiz by mohlo dojit i ke zméné

expresniho profilu transgenu Pax2-Isl1. Tato hypotéza bude predmétem dalsiho studia.

V oblasti basalni ¢asti kochlearni trubice nebyly pozorovany Zzadné
morfologické ani expresni zmény ISLETI, pfestoze transkrip¢ni faktor PAX2 je silné
exprimovan V oblasti diferencujicich se vlaskovych a podpirnych bun¢k kochlearni
trubice embryi (Burton et al., 2004). Zadné vyznamné zvyseni exprese ISLET1 nebylo
detekovano u Pax2-1s11/300 ani u Pax2-1sl11/52 transgennich embryi. Jednim z divodu
mize byt neaktivni 8,5 kb fragment Pax2 regula¢ni sekvence, pouzity u Pax2-Isll
transgenu, v bunikach kochlearni trubice v tomto embryondlnim véku. Pfedchozi studie
ukazaly aktivitu 8.5 kb fragmentu Pax2 regula¢ni sekvence v oblasti vnitiniho ucha ve
véku E10,5 (Rowitch et al., 1999), cemuz odpovidaji i nase studie u transgennich
embryi véku E10,5. V pozdéjsim veéku vsak jiz nebyla zkoumana aktivita tohoto
regulaéniho segmentu a je tedy mozné, Ze neni aktivni a dochazi tedy k,vypnuti*

transgenu, coz by odpovidalo nasSim ISLET1 expresnim vysledkim.

Transkripcni faktor ISLETI je velmi vyznamné exprimovan v gangliovych
buiikdch vnitiniho ucha béhem celého embryonalniho vyvoje (Huang et al., 2008,
Radde-Gallwitz et al., 2004) a také transkripéni faktor PAX2 je v této fazi vyvoje silné
exprimovan V neurdlnich buiikdch vnitiniho ucha (Torres et al., 1996), coz naznacuje,
7ze oba tyto transkripcni faktory maji velmi vyznamnou roli pii diferencovani
gangliovych bunék ganglion spirale cochleae. U transgennich embryi bylo detekovano
navySeni exprese ISLETI1 v oblasti gangliovych bunék inervujicich basalni cast
kochlearni trubice v porovnani s expresi u nemutantnich embryi ve véku E13,5. Vlozeni
kopie Isletl do genomu tedy mize vést k naruseni specifikace a diferenciace neuralnich
bunék inervujicich kochledrni trubici a k poSkozeni sluchu, které miize byt zplisobeno
poskozenim pfenosu vzruchu pies neurdlni buniky sluchového aparatu. Tato hypotéza

bude také predmétem dalsiho studia.
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5.5 Odavodnéni projevu fenotypu transgenniho modelu

Pax2-Isl1 obou linii

Do genomu linie Pax2-1s11/300 byly vlozeny dvé¢ kopie transgenu Pax2-Isl1. U
dospélych jedinct bylo zjisténo poskozeni sluchového aparatu a poruchy rovnovazného
systému projevujici se jako ,.circling behavior* fenotyp. V oblasti kochlearni trubice u
embryi ve véku E13,5 byly nalezeny zadné¢ morfologické ani expresni zmény ISLET].
Jediné expresni zmény byly detekovany v oblasti neuralni bunék ganglion spirale
cochleae, inervujicich kochlearni trubici, kde dochazi k navyseni exprese ISLETI.
U dospélych jedinct dochazi K uplné ztraté sluchu ve véku Sesti mésici. Divodem
tohoto poskozeni muze byt naruseni spravné diferenciace senzorickych bunék
v pozdéjsich fazich vyvoje sluchového aparatu nebo pieruSeni spravného pienosu

signalu nervového vzruchu kvili moznému poskozeni inervace sluchového aparatu.

U této linie dale dochazi k porucham rovnovéazného systému tzv. ,circling
behavior®. Byl zjistén nardst exprese ISLET1 v oblasti otického epitelu v E10.5, ze
kterého se posléze formuji organy vestibularniho systému. Tento nartust odpovidal poctu
vloZzenych kopii transgenu Pax2-1sl1. Avsak u embryi ve véku E13,5 nebyly nalezeny
zadné morfologické ani expresni zmény ISLET1 v oblasti vyvijejiciho se sakulu, organu
rovnovazného systému. I pfesto je ale mozné piedpokladat, Ze prvotni zmény vedly
k funk¢nimu poskozeni rovnovazného systému. K poSkozeni tohoto systému ale mutze
dochézet az béhem postnatalniho vyvoje vestibularniho systému, kdy se obnovuje vliv
transkripéniho faktoru PAX2 na vestibularni systém (Warchol and Richardson, 2009), a
muze tak dojit k opétovné aktivaci transgenu Pax2-1sl1. Dal§im divodem mize byt
preruSeni spravného pienosu signalu nervového vzruchu kvili moznému poskozeni
inervace rovnovazného systému. Molekularni mechanismy posSkozeni vestibularniho a

sluchového aparatu budou pfredmétem dalSich studii.

Do genomu linie Pax2-1s11/52 byla vloZzena pouze jedna kopie transgenu Pax2-
Isl1. Fenotyp se u dospé€lych jedinct projevuje tplnou ztratou sluchu ve veku Sesti
mésici. V' oblasti kochlearni trubice u embryi ve véku E13,5 nebyly nalezeny stejné
jako u linie Pax2-Isl1/300 zadné morfologické ani expresni zmény ISLET1. Jediné
expresni zmény byly detekovany v oblasti neuralnich bun¢k ganglion spirale cochleae,

inervujicich  kochlearni trubici, kde dochdzi knavySeni exprese ISLETI.
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Duivodem tohoto poskozeni muze byt tedy stejné jako u linie Pax2-1s11/300 naruseni
spravné diferenciace senzorickych bun¢k v pozdéjsich fazich vyvoje sluchového aparatu
nebo preruseni spravného prenosu signalu nervového vzruchu kviali moznému

poskozeni inervace sluchového aparatu. Tyto hypotézy budou dale pfedmétem studia.
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6 Zaver
Tato prace byla zaméfena na studium funkéni role ISLET1 béhem

neurosenzorového vyvoje vnitiniho ucha. V ramci této prace bylo zjisténo:

e Do genomu transgennich linii byly vlozeny:
Pax2/1sl1-300 — 2 kopie transgenu Isletl
Pax2/1sl1-52 — 1 kopie transgenu Isletl
Vlozeni kopie transgenu Pax2-1sl1 do genomu zpusobuje defekty sluchového
aparatu. Vlozeni druhé kopie transgenu u linie Pax2-1s11/300 zptsobuje kromé
defektd sluchového aparatu také poruchy rovnovazného aparatu projevujici se
jako tzv. “circling behavior”.

e Byla zjisténa zvySena letalita heterozygotn¢ mutantnich jedinci v postnatalnim
obdobi u obou linii.

e U homozygotni mutace linie Pax2-Isl1/52 dochézi k letalit¢ embryi ve veéku
E10,5. Letalita je zfejmé zpUsobena defekty vyvoje neuralni trubice, kde byla
zjisténa exprese ISLET1 v oblasti neurdlni trubice, kde tento protein neni bézné
exprimovan.

e NavySeni exprese ISLET1 u obou linii u embryi ve v€ku E10,5:

1. v oblasti ve ventralni ¢asti otického vacku, tj u statoakustického ganglia
2. v oblasti domény exprese PAX2 otického vacku, kde navySeni odpovida
poctu vlozenych kopii transgenu.

e Zmeéna exprese ISLET1 ve vlaskovych a podplrnych buiikdch vestibularniho
systému vnitiniho ucha nebyla detekovana u embryi stafi E13,5 ani ujedné
Z transgennich linii.

e V oblasti basalni ¢asti kochledrni trubice u embryi stafi E13,5 nebyl zjistén
rozdil v expresi ISLET1 ani u jedné z transgennich linii.

e U obou transgennich linii bylo detekovano navySeni exprese ISLET1 v oblasti
ganglion spirale cochleae u embryi ve véku E13,5. K navyseni dochazi v oblasti

neuralnich bun€k, mezi liniemi nebyl zjiStén vyznamny rozdil v mife navySeni.
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Bylo potvrzeno, ze ISLET1 je transkripénim faktorem ovliviiujicim vyvoj
vnitiniho ucha a ze zvysSenim embryonalni exprese ISLET1 pomoci transgenu
Pax2-Isl1 dochazi k ovlivnéni fenotypu a funkénim zménam senzorickych

organu vnitiniho ucha. Vysledky studia budou zakladem pro dalsi studium.
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